















Ionenwirkung und Leistung der Zelle. 


Von 


Friedrich Boas. 


(Aus dem Botanischen Institut der Hochschule Weihenstephan im Verbande 
der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 19. September 1929.) 


In der vorliegenden Arbeit méchte ich an der Hand einiger Ionen- 
wirkungen auf etliche allgemeine physiologische Gedankenginge ein- 
gehen. Die drei hier behandelten Ionen: Sulfat, Phosphat und Jodid 
sind biologisch wichtig. Jod und Sulfat stellen, soweit ihre physikalisch- 
chemischen Wirkungen wie Quellungsbeeinflussung, Anderung des 
Kolloidzustandes und Auslesewirkung auf Organismengemische in 
Betracht kommen, physikalisch-chemische Antipoden dar [ Boas (1)(2) (3)]. 
Demnach sind sie auch im allgemeinen physiologische' Antipoden, 
soweit Konzentrationswirkungen nicht andere Wege der Wirkung 
erméglichen, wie wir beim Jod bei Verwendung bestimmter, sehr 
niedriger Konzentrationen weiter unten sehen werden. 

Phosphat nahert sich in physikalisch-chemischer Hinsicht, nament- 
lich im Grade der Hydratation, dem Sulfat. Die Beeinflussung des 
Wachstums, die Wirkung auf die Leistung der Zelle und dié auslesende 
Fahigkeit des Phosphats auf Organismengemische stehen daher der 
Sulfatwirkung einigermafen nahe, wie ich im folgenden nachzuweisen 
versuche. 

Die Wirkung der drei genannten Ionen auf die Zelle méchte ich 
vorzugsweise am Auslesevermégen Organismengemischen gegeniiber 
zeigen. Zur Vervollstandigung des Bildes der Konzentrationswirkungen 
kommt dann bei der Jodwirkung auch noch ein Wachstumsversuch 
mit Hefe hinzu. 

In meinem ,,Phyletischen Anionenphinomen* (Jena, G. Fischer, 
1927) habe ich das wichtige Phosphat nicht behandelt. Diese nicht 
unwesentliche Liicke soll hier méglichst ausgefillt werden; auch aus 
dem Grunde, um zu zeigen, daB Anionen wie Sulfate und Phosphate 
nicht bloB eine ,, Ndhrstoffwirkung* ausiiben, sondern auch um zu zeigen, 
daB die Leistung der Zelle von physikalisch-chemischen Eigenschaften 
der ,,Ndhrstoffe‘‘ teilweise wesentlich starker beeinfluBt werden kann 
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als von der ,,Nahrstoffeigenschaft**, die heute bei Erklarungsversuchen 
immer noch zu sehr als einzige Méglichkeit der Wirkung und Deutung 
in den Vordergrund geriickt wird. Damit ergibt sich eindeutig dic 
Tatsache, da8 unter Umstanden Nahrstoffwirkung durch physiologisch- 
chemische Eigenschaften teilweise ersetzt oder vorgetéuscht werden 
kann, auch wenn eine Nahrstoffwirkung kaum vorliegt. Da der 
Begriff ,,Nahrstoff** allmahlich immer mehr zerfallt und einer neuen 
scharfen begrifflichen Umschreibung bedarf, sei hier nur kurz erwahnt 
Bei der Frage der Wirkung von Sulfat, Phosphat und Jodid kann 
diese Frage nicht ganz tibersehen werden. 


Wie bei allen dhnlichen Versuchen, diente neutrales oder schwach 
alkalisches Hefewasser mit m/10 Rohrzucker als Nahrlésung. Das bei 
den Versuchen angewendete Gesamtvolumen betrug wie sonst auch [siehe 
Anionenphinomen bzw. Die Pflanze als kolloides System (1) (2)] 50 ccm. 
Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur und ohrie Abhaltung von 
Licht durchgefiihrt. Im Versuch 1 wurde mit einer Organismenmischung, 
bestehend aus Mucor, Cladosporium, Penicillium, alten, faulen Kulturen, 
faulenden Kartoffeln und Erdauszug geimpft. Die Impfung war also 
reichlich und an Artenzah] und Keimmenge so vielseitig, daB die Auslese- 
mdglichkeit in jeder Hinsicht gesichert war. 

Die beginnende Auslese kann an der Schnelligkeit und am Grade der 
Triibung (= vorzugsweise Bakterienférderung) oder am Klarbleiben der 
Néhrlésung (= Pilzwachstum) schon aéuBerlich am Aussehen der Kulturen 
abgelesen werden. Daher ist in den folgenden Versuchsberichten der 
Triibungsgrad stets besonders hervorgehoben. Feinere Einzelheiten werden 
durch die mikroskopische Untersuchung festgestellt. 


Versuch 1. 
Vergleichung der Wirkung von Kaliumjodid, Kalium- bzw. Natriumsulfat. 
Beginn: 28. Marz 1929. 














Gehalt an Kaliumjodid Entwicklung der Mikroorganismen am 29. Mirz 
(in einer Hefewasser- 
Rohrzuckerlésung) || Triibungsgrad | Pilzwachstum 
MS ate any cla | Véllig trab ‘i 
020mol. KJ ..... . | Fast ganz klar | Submers Pilze, auch am Glasrand 
Pilzwachstum 
| fe | Serer i Klar Pilze submers, auch am Glasrand 
Pilzwachstum 
eC, ~ Zag » Dasselbe 
ae Fare rare " . 
Gehalt an K,S0O, 
.. Se eae ae Trib | Kinzelne Mycelien vorhanden 
ke ea ik ee i Dasselbe 
0,60 , Bijet Magee tae l e ‘ 
Gehalt an Na,S0O, | 
NS geass i ee " 
0,30 eC ae ge Oe. eT Ng i} os | n” 
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Die mikroskopische Untersuchung ergibt: 





Stabchen Kokken Mycelien Hefe 
20 mol. KJ. : +++ (sehr viel) ++ (viel) +++ 0 
iY aes Shae (+) (+) +++ 0 
Fe, ¢ Oe 0 0 +++ 0 
0,20 , K,SO, +++4+ (+) (vereinzelt) (++) 0 
030 , K,S0, +44 (+) +4 0 
0,60 , K,SO, ns _ + 0 
035 , NaS0O, 5 an ? (+) 0 


Am 2. April, also nach 5 Tagen, hat sich das mikroskopische Bild 
nicht wesentlich verandert, die Kolben mit einem Gehalt von mindestens 
0,30 mol. Jodid sind fast oder véllig klar. Dagegen sind die mit Sulfaten 
versetzten Nahrlésungen dick triib, was starkes Bakterienwachstum 
andeutet. Da aber auch einzelne Pilzmycelien, z. B. von Mucor, zur 
Entwicklung kommen, wurde schon erwahnt. In den mit Sulfat ver- 
setzten Kulturen finden sich also neben zahlreichen Bakterien immer 
auch einzelne Pilze. In einer héher als etwa 0,25 bis 0,3 mol. kon- 
zentrierten Jodid- oder Rhodanidlésung dagegen kommen immer 
nur Pilze zur Entwicklung, d.h. ein Stamm der Mikroorganismen ist 
vollig ausgeschaltet. So intensiv und einseitig auslesend ist die Sulfat- 
wirkung nicht. Denn in Sulfatlésungen tritt zwar momentan eine 
Férderung der Bakterien auf, es handelt sich aber nur um eine zettliche 
Verschiebung der Entwicklung der vorhandenen Keime, so daB nach 
kurzer Zeit sowohl Bakterien als schlieBlich auch Pilze zur Entwicklung 
kommen. Man wird daraus schlieBen kénnen, daB Sulfate eine gewisse 
Erhaltung der Kolloidstruktur, eine Bewahrung des Kolloidzustandes 
bedingen, die bei den im Versuch zur Anwendung kommenden Stéammen 
des Gewichsreiches, den Bakterien und den Pilzen, eine héchstens 
zeitlich verschiedene, sonst aber rasche Entwicklungsméglichkeit 
gewihren. Jodide und Rhodanide dagegen (siehe mein Anionen- 
phinomen bzw. die Pflanze als kolloides System) greifen heftig in die 
Struktur der Zelle, in die Permeabilitdtsverhdlinisse und in die Adsorp- 
tionsvorgdnge in der Zelle und um die Zelle ein, so daB nur die ver- 
mutlich kolloidfesteren Pilze noch zur Entwicklung kommen kénnen. 
Die Wirkung der hier untersuchten Anionen ist also unter Vernach- 
lassigung einer méglichen Nahrstoffwirkung wohl eine doppelte. Es 
kommen folgende Wirkungen in Frage: 

a) Kolloidstrukturerhaltung ....... .. . . Sulfat, Phosphat, 
a,) Starkere Kolloidstrukturanderung .... . . Jodid, Rhodanid 
b) Adsorptionsbegiinstigung oe seri wichti- 

ger Stoffe in die Zelle)...... . . Sulfat, Phosphat 
b,) Adsorptionsverdrangung (von der Zelle Naini . Jodid, Rhodanid 


= 
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Eigenschaften a) und b) wirken dann im Sinne geférderter Leistung 
beschleunigten Wachstums; das Endergebnis ist manchmal eine Massen. 
leistung, quantitative ,,Héchsternte“. 

Eigenschaften a,) und b,) wirken in gegebenen Fallen einseitig 
(férdernd oder hemmend) auf einzelne Zellen oder einzelne Zellprozesse 
Unter Umstianden kann auch also durch die Faktoren a, und b, eine 
Férderung der Zelle erfolgen. 

Liegt nun in dem verwendeten Anion gleichzeitig ein ,,Nahrstoff’ 
vor, dann ergeben sich mindesten drei Wirkungen, nimlich: 

a) Nahrstoffwirkung, 

b) Kolloid (Struktur) wirkung, 

c) Adsorptionsregelung (positiv oder negativ). 

DaB unter Umstanden die Nahrstoffwirkung von den anderen 
Wirkungen tiberlagert werden kann, ist nicht zu bestreiten. 

Strukturerhaltung und Adsorptionsbegiinstigung sind zwei wichtige 
Wirkungen der Sulfate. DaB nebenbei auch noch ein spezifischer 
Wirkungsunterschied zwischen Kaliumsulfat und Natriumsulfat besteht, 
zeigt die Tatsache, daB die mit Natriumsulfat versehenen Lésungen 
etwas Cladosporium aufkommen lassen, waihrend in den Kulturen mit 
gleichem Gehalt an Kaliumsulfat Cladosporium fehlt. 

Wie ich schon eingangs betonte, gleicht die Phosphatwirkung 
einer abgeschwachten Sulfatwirkung. Diese Behandlung soll durch 
Versuch 2 kurz begriindet werden. 

Versuch 2. Vergleichung der Wirkung von Natriumphosphat mit 
Kaliumsulfat. Natriumphosphat (nach Sérensen) wurde mit Phosphor- 
siure auf eine schwach alkalische Reaktion (pq etwa 7,5 bis 7,7) ein- 
gestellt. Die verwendete Phosphatlésung hatte eine Konzentration 
von 2mol. Diese’ Konzentration ist in maBiger Warme leicht zu er- 
reichen, beim Abkiihlen kristallisiert Phosphat teilweise wieder aus. 


Die mikroskopische Untersuchung ergibt in allen Phosphatproben 
langsam abnehmendes Bakterienwachstum, in den héchsten Kon- 
zentrationen tritt Pilzwachstum hervor, und zwar sowohl] submers, 
wie auch in einzelnen Hautinseln und am Glasrand. 


Die mit Sulfat versetzten Nahrlésungen unterscheiden sich auBerlich 
und makroskopisch kaum von den Phosphatproben, obwohl doch ein 
gewisser Reaktionsunterschied vorlag, denn die Phosphatproben 
waren etwas alkalischer und dann durch das Phosphat ganz anders 
gepuffert, also gegen Reaktionsverschiebung stirker gesichert als die 
Sulfatproben. Es diirfte auch hier der HinfluB des Anions hoher zu 
bewerten sein als die Bedeutung der Reaktion, dies gilt natiirlich nur 
in bestimmten Grenzen. 
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ae Versuch 2. 
_ Nahrlésung Hefewasser mit m/10 Rohrzucker. pq etwa 7,4. 
Aussehen nach 3 Tagen 
eitig ‘Tribung =| Ss Gtirung==—s|- Mycelwachstum _ 
PSSe 
og Gehalt an Phosphat 
eine Qe aa +4+4 +++ (+) 
| (undaurchsichtig) |  (schwach) 
ff: */50 mol. A ee +++ +++ (+) 
0 a es aie te ee +44 ++ (+) 
| 2 eras +++ ip} (+) 
Wal hs 6 eye ee ce ++ + (+) 
(maBig trib) 
nn a Ee ta Es ++ 0 + (deutlich) 
38/59 - . * sh ‘athe ars +4 0 — 
sittigt, 9 ie 
“00 » | Phosphat kristani-{ ||? (unsicher) : + 
pren 50 7 siert wieder aus ; + 
Gebalt an Kaliumsulfat 
; WI 645% xe oe +4+ +++ + (deutlich) 
itige a eee ree Bae i + 
cher go See ee ae ee +++ +++ + 
eht, : ; : 
gen Fiir das Sulfation bzw. seine wachstum- und stoffwechselférdernde 
mit Wirkung habe ich folgende Anschauung (1) (2) (3) entwickelt, die ich 
nach der kurzen Andeutung oben hier nochmals zusammenfassen méchte. 
ung 1. Sulfation erhalt eine fiir die Pflanze giinstige Struktur (Kolloid- 
arch zustand, Strukturerhalter) im Sinne einer optimalen (oder vielleicht 
sogar maximalen) Leistung. 
mit 2. Sulfation ist infolge seines starken Hydratationsbestrebens 
hor- ein ausgezeichneter Regler der Adsorption anderer Stoffe; Sulfat 
ein- geht selbst wenig in die Zelle. Es driangt, soweit schadliche Stoffe 
tion nicht vorhanden sind, Betriebsstoffe in die Zelle und wirkt so leistungs- 
er- steigernd. 
AUS. 3. Sulfat ist demnach, auch ohne ,,Nahrstoff* zu sein, ein vielleicht 
ben genereller positiver Biokatalysator der Zelle. 
On- Wie Sulfat scheint Phosphat! zu wirken. Natiirlich ist solch eine 
ers, Wirkung sehr labil und erscheint nur als Resultante der Wirkung der 
Gesamtheit der vorhandenen Wirkstoffe. Konsequenterweise kénnen 
lich auch gelegentlich negative Wirkungen auftreten. Ebenso kénnen 
ein auch andere Ionen gelegentlich als intensive, positive Katalysatoren 
ben auftreten, wie z. B. Jod, von dem ich in einem der folgenden Versuche 
lers in einer bestimmten Konzentration eine erhebliche positive Zellwirkung 
die auf das Wachstumsvermégen der Hefe zeigen méchte. Es soll dies 
AN Bast” Sag ea 
nur 1 Eine Katalysatorreihe von groBer biologischer Bedeutung liegt in 


der Reihe Sulfat, Phosphat, Silicat und vielleicht Wolframat. 
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nur im Rahmen der hier skizzierten Gedankengiinge erfolgen, so dai 
ich die zahlreiche Jodliteratur iibergehen kann, dies um so mehr, als 
Scharrer (4) in seiner Jodmonographie die Jodwirkungen iibersichtlich 
zusammengestellt hat. 


Wahrend im Versuch 1 mit Kaliumjodid gearbeitet wurde, soll in 
dem folgenden Versuch 3 durch Natriumjodid die Auslesewirkung 
dargestellt werden. Geimpft wurde nur mit Erdauszug. Die Auslese. 
wirkung war héchst anschaulich, wie der folgende Versuch 3 zeigt. 


Versuch 3. 





Aussehen der Nihrlisungen nach 6 Tagen 
ave fcickacaieaas 
| 








Jodgehalt | Organismenentwicklung 
| Triibungsgrad — —— 
| Pilze Bakterien Hefe Mycoderma 
Sees wares } ++++ ? +++ ? 0 
(dick trib) 
0,08 bis 0,20 mol. +++ ? +++ ? 0 
Gaeme. 2 -. °% ++ (+) +- — 
0,28 , ener 0 (klar) ? ? +> eat 
0,32 , sharks 0 + 0 he 0 
0,36 , Nag 0 + 0 +4 0 
0,50 , eye 0 + 0 ++ 0 


Die Kelben mit 0,28 bis 0,50 mol. Natriumjodid fallen sofort auf, 
sie sind vdllig klar, zeigen starkes submerses Wachstum von Pilzen 
und an der Oberflache fruktifizierende Hautinseln von Penicillium. 


Wie schon oben angedeutet, fehlt den Jodidlésungen im Gegensatz 
zu sulfathaltigen Kulturen die Fahigkeit, Pilze und Bakterien neben- 
einander wachsen zu lassen, sowie die Jodidkonzentration etwa 0,28 mol 
betragt. Eine gleich hohe Sulfatkonzentration dagegen wirkt ganz 
anders, jedoch kaum einseitig auslesend, wie die oben erwahnten Ver- 
suche 1 und 2 zeigten. 

Die scharf betonte Jodwirkung kann verstarkt oder abgeschwacht 
werden. Eine derartige physiologisch héchst wichtige Verstirkung 
der Jodwirkung durch Goldcyankalium méchte ich im folgenden 
Versuch zeigen. ; 

Goldcyankalium wirkt in einer Menge von 12 bis 16 mg in 50 cem 
einer Hefenwasser-Rohrzuckerlésung noch nicht deutlich auslesend 
und noch nicht bakterizid. Die Nahrlésung war bei diesem Gehalt an 
Goldeyankalium durch Bakterienwachstum triibe und schleimartig 
erstarrt. DaB 0,08 mol. Natriumjodid an sich ziemlich wirkungslos 
ist, ist nach den obigen Angaben tiber Jodwirkung klar. Gibt man 
aber zu einer Lésung mit 0,004 bis 0,016 °,, Goldeyankalium, 0,08 mol.. 
Natriumjodid, so tritt eine intensive Elektionswirkung ein, die Bakterien 
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verschwinden, es bildet sich namentlich ein reicher Bodensatz von 
Hefe. AuBerlich sieht man diese auffallende Wirkung am Klarbleiben 
der Nahrlésung. Ob das Auftreten von Hefe eine spezifische Wirkung 
der Kombination Jodid und Goldcyankalium ist, miiBten weitere 
Versuche zeigen. 

Nach dieser allgemeinen Orientierung méchte ich den entsprechenden 
Versuch 4 mit Natriumjodid und Goldcyankalium in extenso zeigen. 


Versuch 4. 
Versuchsbeginn: 26. Marz. Ergebnisse am 2. April. 





Gehalt an Nii akterie e 
Aurum cyanatum Kalium Triibung Bakterien Hefe 


ee ce +++ ? Spur 
RS hg & iu. % wee et Ht ~~. 
eer ere + ao 0 
(nicht durehsichtig) 
See = See es + | + ? 
Iimg+0,08mol.NaJ .... 0 (klar) 0 +++ 
3mg+0,08 , NaJ.... 0 0 +44 
4mg+0.08 , NaJ .... 0 0 +++ 
PS a +++ (trib) +++ ? 
10mg Aucy + 0,08 mol. NaJ. 0 (klar) 0 | + 
10mg25 Aucy Kalium. .. . 0 0 + 


Nachdem ich in den Ausleseversuchen | bis 4 die Wirkung zum Teil 
starker Konzentrationen auf die Entwicklung einiger Mikroorganismen 
aus Organismengemischen gezeigt habe, méchte ich nun noch den 
Einflu8B sogenannter niedriger Komzentrationen auf das Wachstum 
der Hefe zeigen. Das Studium kleiner und kleinster Mengen ist trotz 
mancher Versuche [Zink, Eisen, Cu, Hg (Much)], soweit eine zufrieden- 
stellende Deutung in Frage kommt, noch durchaus in den Anfangs- 
griinden. Bei dem hier vorliegenden Versuch handelt es sich um das 
biologisch wichtige Jod. Der Jodversuch ist hier nétig, weil in den 
vorstehenden Versuchen mit groBen Mengen gearbeitet wurde. Die 
Erginzung der Jodversuche mit relativ kleinen Mengen ist nur die 
zwangslaufige Folge der oben besprochenen Versuche. 

Wie ich in verschiedenen Arbeiten [Boas (1) (2) (3)] und auch in 
diesen Zeilen mehrmals betont habe, wird die Wirkung einzelner Lonen 
durch die Zahl der anderen Ionen in der Zelle und um die Zelle (in der 
..Lésung um die Zelle“‘) weitgehend verandert. AuBerdem verschieben 
Konzentrationsunterschiede die Wirkung im positiven oder im negativen 
Sinne. Dabei kénnen, wie der folgende Jodversuch zeigt, minimale 
Konzentrationen (minimal im Sinne der statisch-analytischen Chemie 
bzw. Betrachtungsweise) wirksam sein. Letzten Endes kann also im 
gegebenen Falle jedes Ion einen intensiven ZelleinfluB gewinnen und 
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unter Umstanden sich als férderlich oder geradezu als unentbehrlich, 
d.h. im Sinne der tiblichen Terminologie, als ,,Nahrstoff zeigen. 
Dies méchte ich an dem folgenden Versuch iiber den Einflu8 von Jodid 
auf das Wachstum von Hefezellen zeigen. 


Versuch 5. 


Jodwirkung auf Wachstum der Hefezellen. Zusammensetzung der Nahr- 
lésung: 4°% Saccharose reinst (Merck fiir Kalorimetrie), je 0,2°% Calcium- 
phosphat, Pepton sine sale, MgSO,, KCl und 0,0002% Eisenchlorid. Das 
Volumen der Nahrlésung betrug 30ccm. Verwendet wurde Schottglas 
(Erlenmeyerkolben) Marke 20. Die Kulturen standen frei im Zimmer. 
Die Einsaat betrug etwa 500000 Zellen. Die sterile Jodlésung wurde den 
sterilen Nahrlédsungen zugegeben. Die verwendeten Salze einschlieBlich 
Asparagin waren mehrmals in QuarzgefiBen mit véllig reinem Wasser 
umkristallisiert bzw. ausgekocht worden. 





Zellenzah! pro Zaéhleinheit in der Zellenzahl pro Zahleinheit in der 





Jodgehalt Z&hikammer nach 5 Tagen Jodgehalt Zahikammer nach 5 Tagen 
| 

SO 40 0,003 mol. 48 

0,4 mol. | “ 0.0003 , 42 

oo | 44 0,00003 , 42 

0,033 , 64 0,000 008 ,, 35 

0,016 , 62 


Eine Konzentration von 0,033 mol. Natriumjodid bewirkt eine 
60 °,ige Erhéhung der Zellenzahl. Diese starke Férderung bleibt in 
benachbarten Konzentrationen noch bestehen, so daB 0,003 mol. noch 
eine recht deutliche Férderung von 12°, zeigt. Dann folgt eine sehr 
breite Zone (von 0,0003 bis 0.00003 mol.) mit eben erkennbarer). 
Férderung, worauf eine Zone der Depression auftritt (0,000008 mol. 
Es ist anzunehmen, da8 nach dieser Zone nochmals ein Anstieg erfolgt. 
Es wiirde dann eine mehrgipfelige Kurve erhalten werden, was keines- 
wegs ausgeschlossen ist. Eine solche mehrgipfelige Kurve bedeutet 
z. B. in der Landwirtschaft — Jod ist ja ein hoch wirksames biogenes 
Element —. da je nach auBeren Bedingungen der eine Beobachter 
ein positives, der andere ein unklares oder sogar negatives Resultat 
erhalten kann, namentlich wenn man, wie tiblich, sich als Kriterium 
der ,,Kilogramme* bedient. Dabei kann auch bei ,,negativem“ Kilo- 
grammergebnis weder ein Ausfall noch eine Ergebnislosigkeit des 
Versuchs behauptet werden. Wenn man z. B. einen Jodversuch macht. 
so liegt ein wichtiges Ziel in der Jodanreicherung in der Pflanze. Diese 
Jodanreicherung kann ebenso gewichtsmaBig (also  statisch) wie 
physiologisch-dynamisch gewertet werden. Uber den letzten Punkt 
sind wir uns aber noch kaum recht im klaren. DaB es aber mit der 
Feststellung des quantitativen, gewichtsmaBigen oder kalorischen 
Wertes einer Ernte, einer Diingung, einer Reizwirkung nicht abgetan 
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sein kann, muBte eigentlich gar nicht weiter betont werden. Neben 
diesen ,,Erntemengen‘ finden sich in jeder Pflanze wandelbare, héchst 
wichtige Stoffe, Wirkstoffe. Erst aus der Bewertung beider ergibt 
sich das endgiiltige Resultat. So ist es auch beim Jod. Ich méchte 
zum besseren Verstaéndnis dieses Gedankenganges aus Scharrer (4) 
folgendes Beispiel zitieren (8. 87): 

. ,,Setzt man den Durchschnitt aus ,, Unbehandelt* gleich 100 kg, 
so war die Ernte bei K J-Diingung 105 kg, bei K J-Bespritzung 97 kg; 
somit erbrachte die durchgefiihrte Joddiingung bzw. Jodbespritzung 
weder Nutzen noch Schaden*. ZahlenmaBig kann man diese Behauptung 
aufstellen; dynamisch ist die Behauptung hinfallig. Die mégliche 
starke Verainderung im Gehalt an Wirkstoffen ist unbestreitbar. Wie 
sich die Zusammensetzung im Innern der Pflanze geiandert hat (positiv 
oder negativ), ist unklar. Man kann also nur im Sinne der iiblichen 
herkémmlichen Betrachtungsweise sagen: ,,...weder Nutzen noch 
Schaden**. Eine dynamische Betrachtungsweise muS unter Um- 
stinden zu ganz anderen Resultaten kommen. (Vgl. hierzu meine 
Flugschrift: Wirkstofflehre und allseitige Ernahrungsphysiologie der 
Pflanzen.) 

Es ist, wie betont, méglich, daB die Jodkurve mehrere Maxima 
und Minima aufweist, bis sie sich véllig verflacht. Wird durch eine 
bestimmte Gabe ein Maximum laboratoriumsmaBig erzielt, so muB 
das in natura nicht auch so sein. Die vorhandenen Ionen usw., ebenso 
wie die vorhandenen Jodmengen kénnen bei neuer Jodgabe eine 
Verschiebung bewirken. ,,Hinter und vor jedem Maximum droht ein 
Minimum“, sagt Much (6), 8.17. Auch auf diesen Gedankengang 
méchte ich hier kurz hinweisen. 

Jedenfalls wird die Wirkungslosigkeit einer Diingung nicht damit 
erwiesen, da} gediingt und ungediingt gleichviel Kilogramm ,,Masse** 
liefern. Das gilt auch fiir das Jod. 

Die oben erwahnten mehrfachen Maxima und Minima sind natiirlich 
nicht ganz einfach zu deuten. Sie werden immerhin relativ verstandlich, 
wenn man, statt statisch mit Prozenten oder gar mit Verdiinnungen 
hohen Grades rechnet, dynamisch mit der Menge Molekiile pro Zell 
arbeitet. 

Wenn man niamlich die dem Auge sehr gering erscheinenden 
a mol. Natriumjodid (verwendet wurden noch 


- . . . / 
Konzentrationen /125 000 


niedrigere) dynamisch auf die Zahl der vorhandenen Molekiile pro Zelle 
umrechnet, so ergeben sich bei der niedrigsten hier angefiihrten Ver- 
diinnung (Konzentration) immerhin noch rund 0,1 . 10" Molekiile pro 
Zelle. Diese zugleich rechnerische wie enorm dynamische Betrachtungs- 
weise ist bis jetzt in der Pflanzenphysiologie noch viel zu wenig an- 
gewendet worden. Alle ,.oligodynamischen** Wirkungen verlieren bei 
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dieser Art der Berechnung und Betrachtung plétzlich so ziemlich 
ihren zauberischen Glanz und ergeben unter Umstinden recht einfache 
Zahlen- und Wirkungsverhiltnisse. Obwohl die Grundlagen unsere: 
biologischen Weltanschauung auf Molekiile und MolekiilstéBe, also 
auf Dynamisches, zuriickgeht, kleidet man die Darstellung fast immer 
noch in die fiir das Auge berechnete Verdiinnungs- bzw. Konzentrations. 
zahl bzw. Prozentzahl und setzt so an die Stelle von Dynamischem 
etwas Statisches, Adynamisches. Auch in Fittings (5) Dineseversuchen 
mit Aminosduren erhalt man durch Umrechnung auf Molekiilzahlen 
noch recht betrachtliche Molekiiizahlen pro Zelle. 

Diese Zahlen im Falle der Plasmastrémung werden noch gréBer. 
wenn man annimmt, was nicht durchaus abzulehnen ist, daB die Wirkung 
bestimmter Molekiile sich nur auf bestimmte Zellteile erstreckt. Dann 
bekommt man z. B. in Fittings Versuchen sogar recht nennenswerte 
Molekiilzahlen pro Zellwirkungsflache. 

Jedenfalls befinden wir uns auch im ersten Falle hier noch durchaus 
im Bereich des rechnerisch und dynamisch bequem ErfaBbaren. 
Schwieriger, aber dafiir um so wichtiger, wird die Wirkungsfrage. 
wenn wir uns in Gebiete gréBter Verdiinnungen begeben, auf welche 
in jiingster Zeit auBer Much noch andere Forscher hingewiesen haben. 
ich erwahne z. B. Junker und Mitarbeiter. 

Vorerst kénnen wir auBer gewissen Andeutungen und Vorstellungen 
weder auf dem einen noch auf dem anderen Gebiet eine durchaus 
befriedigende Deutung geben. Neben anderen Moéglichkeiten scheint 
mir bei den hier erérterten Fragen und Versuchen Adsor ptionsregelung 
eine bedeutende Rolle im Zellgeschehen zu spielen. 


Literatur. 


1) Boas, Das phylétische Anionenphanomen. Jena 1927. — 2) Dervelbe, 
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Uber die Malzamylase. VIII’. 


Von 


Th. Sabalitsehka. 


Einheit des Dextrinierungs- und Verzuckerungsenzyms. 


Von 


Th. Sabalitschka und R. Weidlich. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 19. September 1929.) 


Die beim amylatischen Starkeabbau bestehende Reaktionsstufen- 
folge Starkekleister —> lésliche Starke —> Dextrine —> Maltose oder 
die diesen Abbaustufen entsprechenden Teilprozesse Verfliissigung 
(Phosphorsaéureabspaltung) —> Dextrinierung —> Verzuckerung fiihrte 
man wiederholt auf die Tatigkeit zweier oder mehrerer in der, Amylase 
enthaltenen Enzyme zuriick. 


Es sei auf die von H. Liiers und W. Wasmund? und von uns in Mit- 
teilungen III und V gegebene Ubersicht der bisher von verschiedenen 
Forschern zur Stiitzung oder Widerlegung der ,,Mehrenzymtheorie“ der 
Amylase ausgefiihrten Untersuchungen verwiesen, ebenso auf die dortige 
Kritik dieser Versuche. Auch die inzwischen von £. Ohlsson® mitgeteilten 
Versuchsergebnisse lassen die, Mehrenzymfrage nicht entscheiden, worauf 
noch hingewiesen wird. Bei Adsorptionsversuchen fanden neuerdings 
H. Liters und E. Sellner* fiir die verfliissigende und die verzuckernde 
Wirkung, Th. Sabalitschka und C. Schulze® und wir ® fiir die dextrinierende 
und verzuckernde Wirkung eine ganz gleichmaBige Beeinflussung, was 
zu der Annahme berechtigte, daB die jeweils beobachteten zwei Wirkungen 
nicht zwei Enzymen, sondern einem zukommen. Zum gleichen Ergebnis 
kam S. Nishimura’ bei der Beobachtung der Veraénderung des Dextri- 
nierungs- und Verzuckerungsvermégens der Amylase durch verschiedene 


1 Mitteilungen I bis IV Fermentforschung 8, 428—473, 1925; Mit- 
teilungen V bis VII diese Zeitschr. 207, 476, 1929; 210, 414, 1929: 211, 
229, 1929. 

2 Fermentforschung 5, 185, 1922. 

3 C. r. du Lab. Carlsberg 16, Nr. 7, S. 1, 1926; Chem. Centralbl. 1927, 
I, 1685. 

4 Wochenschr. f. Brauere? 42, 97, 1925; Chem. Centralbl. 1925, IT, 402. 

5 Fermentforschung 8, 449, 1925. 

® Diese Zeitschr. 210, 414, 1929. 

7 Ebendaselbst 200, 81, 1928. 
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Temperaturen und verschiedene H'-Konzentrationen. Immerhin sind 
diese Versuchsergebnisse noch nicht als sicherer Beweis der Existenz nur 
eines Enzyms zu werten. Daher war die Berechtigung der Annahme eines 
besonderen dextrinierenden und verzuckernden Enzyms der Amylase 
noch eingehender zu priifen, um eine endgiiltige Entscheidung treffen 
zu kénnen. 

Unlangst gaben wir eine Methode zur vergleichenden Bestimmung 
der dextrinierenden und verzuckernden Wirkung der Amylase an 
(Mitteilung V). Bei dieser wird die Konstante der Verzuckerung und 
Dextrinierung ermittelt und das Verhaltnis beider Wirkungen durch 
den Quotienten der beiden Konstanten ausgedriickt, wobei eine normale 
Amylolyse zugrunde gelegt ist. Wir verstehen unter einer solchen 
einen Verlauf der Starkespaltung, bei welchem mindestens 71°, der 
vorhandenen Starke in Maltose iibergefiihrt wird, was einer Maltose- 
ausbeute von 75°, der angewandten Gewichtsmenge Stirke entspricht, 
und bei welcher der fiir die monomolekulare Reaktion berechnete 
Koeffizient der Verzuckerung bis zur 40° igen Maltosebildung aus 
der vorhandenen Starke konstant ist, dann ansteigt und gegen Ende 
der Maltosebildung wieder fallt, und zwar unter den fiir die erste 40 °,ige 
Maltosebildung geltenden Wert. Wir haben die Bedingungen fiir die 
Ermittlung der Konstante so gewahlt, daB bei der normalen Amylolyse 
der Quotient nahe an 1 liegende Werte ergibt. Die Einfiihrung dieses 
Quotienten gibt eine einfache Priifungsméglichkeit, ob Dextrinierung 
und Verzuckerung durch zwei verschiedene Enzyme oder nur durch 
zwei verschiedene Wirkungen eines Enzyms bedingt sind. Unterwirft 
man namlich die Amylase bestimmten Behandlungen, welche eine 
Beeinflussung ihres Enzymgehalts oder der Enzymwirkungen erwarten 
lassen, so ist anzunehmen, daB bei der Existenz zweier Enzyme diese 
bei den Behandlungen nicht immer gleichmaBig beeinflu8t werden. 
daB also eihe erhebliche Verainderung der Quotienten beider Wirkungs- 
konstanten beim Vorliegen zweier Enzyme eintritt. Voraussetzung 
dabei ist aber, daB durch diese Behandlung der normale Verlauf der 
Amylolyse nicht gestért wird, da ja nur fiir diesen unsere Bestimmung 
des Quotienten beider Konstanten anwendbar ist. 

Gema8B Mitteilung V fanden wir bei sieben Amylolysen unter 
Anwendung wechselnder Diastasekonzentrationen und Diastase ver- 
schiedenen Alters als Quotienten k der Verzuckerung /k der Dextrinierung 
den Wert 1,12 (+ 0,14). Unsere Mitteilung VI zeigt, daB die mehr- 
stiindige Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentrationen von pg 6,2 
bis 4,5 die dextrinierende und verzuckernde Wirkung der Amylase in 
keiner Weise beeinfluBt und daB beide Wirkungen bei der Adsorption 
der Amylase an steigenden Kaolinmengen ganz gleichmafig abnehmen. 
Im Anschlu8 an jene Beobachtungen priiften wir nunmehr auch den 
Einflu8 einer mehrstiindigen Einwirkung eines px tiber 7 auf die beiden 
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Amylasewirkungen, ferner den Einflu8 der in Mitteilung VII be- 
schriebenen Reinigung der Amylase von Malzausziigen durch Adsorption 
an Kaolin und Elution, der Reinigung durch Dialyse und durch Alkohol- 
fillung auf beide Amylasewirkungen. In Tabelle I sind die jeweils 
gefundenen Quotienten k, /k, und die fiir dieselbe Amylolyse berechneten 
Werte der Verzuckerungsfahigkeit Sf der Amylase angegeben. 





Tabelle I. 

klk, Sf 

eR: 28h aie PN a aa 1,11 1,54 
i aa sink ewes bias Cassa Sete i atk A pa Cg 1,45 1,49 

" b, voribergehend alkalisiert auf py 7,8 1,40 1,43 

re b, L = » Pu 8,2 1,34 1,44 

* b, “ - » Pu > 84 1,29 1,21 
EEE Oa Ne bee ee a ee OE ee 1,34 1,07 
‘ gern a i a es ee ea 1,28 1,47 

* b, adsorbiert und eluiert ......... 1,42 25,6 

‘ arate A rao ia 47 wR EN 0 1,34 1,48 

" c, adsorbiert und eluiert ......... 1,27 22,3 

. ee ee ieee ee eG kg ee 1,12 0,96 

° CB ee Ge Be RN 1,20 2,42 

# d, a Re RR er eva 1,31 63 

pa ha i ee eg ey ig oe igh ie 1,19 1,17 

re i ee en Srey 8 1,22 5.33 


‘ 


In 15 Amylolysen mit ganz verschieden vorbehandelten Amylasen 
oder Diastasepraparaten ergibt sich somit als Quotient k, /kq 1.28 ( 4- 0 17). 
Selbst bei einer Steigerung der Verzuckerungsfiligkeit durch Reinigung 
der Amylase mittels Adsorption und Elution auf das 15- und 17 fache, 
durch Dialyse auf das 6,6 fache und durch Alkoholfdllung auf das 4,5 fache 
des urspiinglichen Wertes zeigt der Quotient k,/kq keine Verdnderung. 
Auch R. Fricke und P. Kaja! konnten mit Hilfe einer allerdings nicht 
sehr empfindlichen Methode keine Verschiebung des Aktivitatsverhilt- 
nisses der dextrin- und maltosebildenden Funktion ihrer Diastase bei 
der Reinigung durch Elektrodialyse und Elektroosmose feststellen. 

Nur in ganz besonderen Fallen beobachteten wir einen nicht normalen 
Verlauf der Amylolyse. Hier fiihrte die Starkespaltung zu einer ge- 
ringeren Maltoseausbeute, diese entsprach einer Starkespaltung von 
durchschnittlich 60°, hier fehlte jede Konstanz des fiir die mono- 
molekulare Reaktion berechneten Koeffizienten der Verzuckerung, es 
stieg der Koeffizient nach der 40 °,igen Maltosebildung auch nicht an, 
er fiel vielmehr dauernd mit der Zunahme der gebildeten Maltose, 
auch bereits innerhalb der 40 °%igen Maltosebildung. Diese Fille be- 
standen bei Diastaselésungen, welche Wasserstoffionenkonzentrationen 


1 B. 57, 314, 1924. 
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von einem unter 4 liegenden pq ausgesetzt waren, bei durch Alterung 
gesiuerten Malzausziigen und bei frischen Gerstenausziigen. Hier 
setzte der Umschlag der Joddextrinfirbung nach Violett auch nicht 
bei der 40° igen Maltosebildung ein, sondern erst ungefahr kurz vor 
dem ‘praktischen Endpunkt der Maltosebildung und da nur in sehr 
geringem Ausma8. Es wird somit hier, gemessen mit der benutzten 
Methode, das Dextrinierungsvermégen scheinbar wesentlich mehr herab- 
gesetzt als das Verzuckerungsvermégen. Bei der Gerstenamylase 
machten bereits ganz ahnliche Beobachtungen K. Sjéberg und E. Eriks- 
son'!, ferner V. Syniewski?; letzterer sah darin eine Stiitze fiir seine 
Annahme, da8 die Gerste nur a-Diastase, Malz aber ein Gemisch von 
a- und £-Diastase enthalte. Berechnet man aus den von Syniewski® 
zuerst fiir seinen Abbauversuch der Starke durch Gerstenauszug mit 
dem Fortschreiten des Abbaues gefundenen Maltosemengen die Koeffi- 
zienten der monomolekularen Reaktion, so verhalten diese sich genau 
so, wie die von uns beim Gerstenauszug gefundenen. Im Widerspruch 
damit steht aber das Verhalten der spiter von V. Syniewski* selbst 
aus einer anderen Amylolyse mit Gerstenauszug berechneten Koeffi- 
zienten; diese Koeffizienten verhalten sich ziemlich ahnlich den von 
uns fiir normalen Amylolyseverlauf angegebenen. 


Das scheinbare erhebliche Zuriickbleiben des Dextrinierungs- 
vermégens hinter dem Verzuckerungsvermégen in den besonderen 
Fallen mu8 zu Quotienten fiihren, die von 1 stark abweichen. Bei 
den kiinstlich auf py 3,9 bis 2,9 voriibergehend geséuerten Diastase- 
lésungen betragen die errechneten Quotienten k,/kg 5,3 bis 1180, bei 
dem durch Altern gesdiuerten Malzauszug ist der Quotient 5,5. Nicht 
1aBt sich das langsame Eintreten des Farbenumschlags durch eine 
verschiedene Beeinflussung des Abbauvermégens der Amylase fiir 
Amylose einerseits, fiir Amylopektin andererseits seitens der hohen 
Wasserstoffionenkonzentration erkliren, nachdem K. Sjéberg und 
E. Eriksson® fiir Malzamylase feststellten, da8 das Abbauvermégen 
fiir die beiden Polyosen von dem wahrend der Amylolyse herrschenden 
Pu ganz gleichmaBig beeinfluBt wird, was R. Kuhn® noch fiir andere 
Amylasen nachwies. Letzterer stellte bei seinen Versuchen mit ver- 
schiedenen Amylasen aber eine Verschiedenheit der Geschwindigkeits- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 118, 1924. 

2 A. 441, 285, 1925; Bull. Acad. Pol. Ser. A. 125, 131, 1924; Bot. 
Zentralbl. (N. F.) 6, 344, 345, 1925; diese Zeitschr. 158, 87, 1925; 162, 228, 
236, 1925; 192, 457, 1928. 

3 A. 441, 287, 1925. 

‘ Diese Zeitschr. 162, 242, 1925. 

5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 125, 1924. 

6 A. 448, 27, 1925. 
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quotienten Verschwinden der Jodreaktion : Zuckerbildung fest und 
schloB daraus? auf eine Verschiedenheit der Reaktionswege bei der 
Amylolyse durch die verschiedenen Amylasen. Auch wir erklaren 
das starke Abweichen des Quotienten /,/k, in den besonderen Fallen 
durch einen von dem als normal angenommenen Verlauf des Starke- 
abbaus verschiedenen Reaktionsverlauf. Da unserer Bestimmung 
von k,/hq ein bestimmter Verlauf der Amylolyse zugrunde liegt, ist 
zu erwarten, daB bei einem anderen Verlauf die Konstanz von fk, /k, 
nicht mehr besteht. 

Solange die Verzuckerungskinetik den von uns als ,normal* an- 
genommenen Typ zeigt, liegt auch der Quotient k,/ka stets nahe an 1, 
trotzdem die Amylase vorher ganz verschiedenen Einwirkungen aus- 
gesetzt war, und teils aus dem Handel bezogene Diastasepraparate, 
teils selbst bereitete Malzausziige verwendet wurden. Die Konstanz 
des Quotienten k, /kq spricht dafiir, dap Dextrinierung und Verzuckerung 
hei der Amylolyse dasselbe Enzym bewirkt, dap in dieser Beziehung eine 
Zwei-Enzymtheorie der Amylase unberechtigt ist. 


Die Notwendigkeit der Annahme eines besonderen desassoziierenden 
Enzyms neben dem verzuckernden in der Amylase ist tibrigens bereits 
von R. Kuhn?, K. Myrbdck*? und H. Pringsheim* verneint. Die in der 
Viskositaétsveranderung des amylolytischen Reaktionsgemisches zu beob- 
achtende Verfliissigung wird durch die von uns angewandte Bestimmung 
der amylatischen Wirksamkeit nicht direkt gepriift, weshalb itiber die 
Existenz eines besonderen verfliissigenden Enzyms, also einer die Phosphor- 
siure abspaltenden Esterase in der Amylase nichts ausgesagt werden kann. 
U.Olsson® fand allerdings bei der Beobachtung der Verfliissigung und 
Verzuckerung keine Anhaltspunkte dafiir, daB beide Reaktionen durch 
verschiedene Enzyme bewirkt werden. 

Das ungleiche Verhalten der Dextrinierung und Verzuckerung beim 
normalen und beim anormalen Reaktionsverlauf zeigt die Unmédglichkeit, 
allein aus der Verfolgung des Dextzinierungsstadiums, z. B. mit Hilfe der 
Jodfirbung nach J. Wohlgemuth*®, die amylatische Gesamtwirkung zu 
ermitteln, worauf schon H. v. Euler und O. Svanberg’, ferner H. Liiers und 
W. Wasmund ® hinwiesen. Weiter entziehen diese Versuchsergebriisse den 
aus derartigen Beobachtungen wiederholt, so von EH. Ohlsson *, ferner von 
K. Sjoberg und E. Eriksson gezogenen Schliissen auf die Existenz eines 
besonderen dextrinierenden und verzuckernden Enzyms die Berechtigung. 


1 A. 448, 34, 1925. 

2 A. 448, 25, 1925. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 4, 1926. 

Zeitschr. f. angew. Chem. 89, 1455, 1926. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 72, 1923. 

Diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 196, 1921. 

Fermentforschung 5, 187, 1922. 

C. r. Soc. Biol. 87, 1183, 1922; C. r. du Labor. Carlsberg 16, Nr. 7, 

S. 1, 1926; Chem. Centralbl. 1928, III, 451; 1927, I, 1685. 
10 Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 118, 1924. 
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Erst dann ist eine Zerstérung des angenommenen dextrinierenden 
Enzyms unter Erhaltenbleiben des verzuckernden nachgewiesen, wenn 
die urspriingliche Reaktionskinetik der Verzuckerung erhalten bleibt. 
Die Annahme eines durch Saéuerung isolierbaren nur verzuckernden 
Enzyms erscheint auch unlogisch, da einerseits zwei Enzyme vermutet 
werden, andererseits aber eines von ihnen, namlich das verzuckernde. 
bei Abwesenheit des dextrinierenden fast ebensoviel Zucker bildet 
als bei seiner Anwesenheit. Es 14Bt sich die unter bestimmten Be- 
dingungen zu beobachtende Veranderung des Verhiltnisses  Ver- 
zuckerungsvermégen/Deoxtrinierungsvermégen auch erklairen durch ver- 
schiedene Versorgung mit einem schon diesseits des Grenzdextrins die 
Amylase aktivierenden Komplements, wie es H. Pringsheim und 
M. Winter}, ferner S. Nishimura? fanden, oder einfach durch Ver- 
anderung des Dispersitats- und Hydratationsgrades, der Adsorptions- 
fahigkeit des Ferments und dergleichen; soleche Erklarungen gaben 
bereits H. Pringsheim’, 8S. Nishimura und H. Liiers und W. Wasmund>. 
Zu der von V.Syniewski® angenommenen Existenz einer a- und 
B-Diastase ist eine endgiiltige Stellungnahme nicht méglich; da unsere 
Bestimmung von k,/kz den normalen Amylolyseverlauf voraussetzt, ist 
sie auf die Amylolyse durch Gerstenauszug mit anormalem Verlauf 
nicht anwendbar. Da Syniewski aber die Malzamylase als ein Gemisch 
von a- und £-Diastase anspricht, von denen die erstere das sich mit 
Jod rotviolett’ farbende Grenzdextrin I iiberhaupt nicht abbauen 
kann, spricht die von uns gefundene Konstanz von k,/kg eher gegen 
diese Annahme von V. Syniewski. F. Polak und A. Tychowski® be- 
haupten, daB héhere Wasserstoffionenkonzentrationen (pq 4,2) a-Diastase 
des Gerstenauszuges in B-Diastase iiberfiihre, was eine Zunahme des 
Abbauvermégens der Fermentmischung gegeniiber dem sich mit Jod 
violett fairbenden Grenzdextrin I zur Folge hat. Im Gegensatz dazu 
konnten wir sowohl bei Diastaselésungen wie bei Malzausziigen nach 
voriibergehender Einwirkung einer Wasserstoffionenkonzentration von 
pu 4,0 bis 3.0, verursacht durch kiinstliche oder natiirliche Saiuerung, 
stets eine erheblich starkere Verlangsamung des Verschwindens der 
blauen Joddextrinfirbung als der Maltosebildung beobachten, was 
1 Diese Zeitschr. 177, 406, 1926. 

2 Ebendaselbst 200, 81, 1928. 
8 Zeitschr. f. angew. Chem. 89, 1456, 1926. 
4 Diese Zeitschr. 200, 89, 1928. 
5 Fermentforschung 5, 186, 1922. 
ST. 
7 Wahrend nach fritheren Angaben von V.Syniewski das Grenz- 
dextrin I sich mit Jod blau farbt, farbt es sich nach neuen Angaben von 
F. Polak und A. Tychowski mit Jod rotviolett. 
8 Diese Zeitschr. 192, 463, 1928. 
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ebenfalls gegen die Anwesenheit von a-Diastase in unseren Malz- 
amylasen oder mindestens gegen ihre Umwandlung in #-Diastase 
durch Saure spricht. 


Beschreibung der Versuche. 


Die hier angewandte Bestimmung der dextrinierenden und_ ver 
zuckernden Wirkung der Amylase und die Ermittlung des Quotienten A, 
Konstante der Verzuckerung/Konstante der Dextrinierung, beschrieben 
wir bereits eingehend!, ebenso sind naihere Angaben iiber die benutzten 
Diastasepraparate? und tiber einen Teil der hier benutzten Malzausziige* 
bereits ver6éffentlicht. Soweit die hier aufgefiihrten Konstanten, 
Quotienten usw. friiber schon mitgeteilten Versuchen entstammen, sei 
hier nur darauf verwiesen. 


A. Normale Quotienten k der Verzuckerung/k der Dextrinierung. 


Zu den Versuchen dienten zwei verschiedene Diastasepriparate Merck, 
ferner eine Anzahl Malzausziige, die aus Malz der Biomalz-Fabrik, Berlin- 
Teltow, bereitet waren. 

a) Diastasepraparate. 

Diastase 1: A = 1,11* 

Diastase 2: k, (Konstante der Verzuckerung) x 108 = 11,2, kg (Kon- 
stante der Dextrinierung) x 10° = 7,7; A = 1,45; Sf (Verzuckerungs- 


fahigkeit nach H.v. Euler und O. Svanberg*) = 1,49, da 1,5 mg Diastase 
= 1,409 mg Trockensubstanz. 


b) Frische Malzausziige. 
Maizextrakt 1: 4 = 1,34** 
Malzextrakt 4: k,.10® = 46,1***; kg. 108 = 36,0; 4 = 1,28. 
Malzextrakt 6: k,.10% = 24,67; kg. 10° 18,3; 4 = 1,34. 


Malzextrakt 7; Dieser Malzauszug wurde analog den Angaben in 
unserer Mitteilung VII so bereitet, d&B 5 Teile wisseriger Auszug einem Teil 
Malz entsprach. Der Gehalt des Extrakts an Trockensubstanz betrug 
3,39 %. Zur Amylolyse diente folgendes Reaktionsgemisch : 80 cem 1,25 %ige 
Starkelésung, l6ccm Citrat, 3ceecm HCl, 100,6cem H,O +° 0,4 cem 
Extrakt 7. po = 4,9. 37°. In Tabelle IT sind die nach bestimmten Zeiten 
fiir 50cem amylolytisches Reaktionsgemisch gefundenen Maltosemengen 
und die Joddextrinfarbungen, ferner die daraus berechneten Konstanten 
der Verzuckerung und Dextrinierung angegeben. 


Diese Zeitschr. 207, 476, 1929. 
Ebendaselbst 207, 476, 1929. 
Ebendaselbst 211, 230, 1929. 
Ebendaselbst 207, 490, 1929. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 193, 1921; 115, 179, 1921; B. 56, 
1753, 1923. 

** Diese Zeitschr. 211, 231, 1929. 

*** Ebendaselbst 211, 236, 1929. 

+ Ebendaselbst 211, 237, 1929. 
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Tabelle II. 
Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit 2 et 
es k, . 103 Firbung k, .108 
4 Min. 25,7 16,0 
 _ 88,2 16,5 — 
_—- 52,3 17,8 ~- - 
Cc 60,5 16,9 
= 78,0 18,0 
. 93,5 18,7 
ae 113.2 (20,1) — — 
20,5 , — — 33,25 15,2 
3 . ae ase 35,75 15,1 
 —_— 129,5 (20,4) - _ 
25,5 , _— — 39 15,6 
7" « — — 41 16,0 
80 , 147,5 (22,4) -- 
is. 165,5 (7,8) — 
240 , 175,6 (5,0) - 
25 Std. 192.1 ~~. — 


ke . 108 = 17,3; kg. 103 = 15,5; A = 1,12; Sf = 0,96. 

Malzextrakt 8: Es wurde in gleicher Weise wie Extrakt 7 bereitet ; 
der Gehalt an Trockensubstanz betrug 3,18%. ke . 108 = 19,8; kq. 10° 
= 16,6; 4 = 1,19; Sf = 1,17. 


c) Verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen ausgesetzte 
Diastase. 


Unsere Mitteilung VI zeigt!, daB die drei- bis vierstiindige Séuerung 
der Diastaselésungen auf py 6,2 bis 4,5 vor der Amylolyse den Quotienten A 
nicht beeinfluBt. In entsprechender Weise war noch der voriibergehende 
EinfluB alkalischer Reaktion auf A festzustellen. Je 10ccm 0,4%ige 
Lésung der Diastase 2 wurden mit 30ccm einer Mischung der Puffer- 
lésurigen mit Wasser versetzt, das Gemisch wurde 1 Stunde geschiittelt, 
dann noch 3 Stunden sich selbst iiberlassen und hierauf filtriert. Zur 
Amylolyse benutzten wir bei Versuch a und y 10 cem Filtrat, bei Versuch # 
5ccem Filtrat, das amylolytische Gemisch betrug stets 100 ccm und enthielt 
je 40 ccm 1,25 %ige Starkelésung, die zur Umpufferung auf py 4,9 nétigen 
Pufferlésungen und Wasser. 37°. 





Tabelle III. 
‘ean | Finwirkender Pu k, . 103 ka . 103 A Sf 
“ 7,8 358 | 255 1,40 1,43 
B 8,2 18,0 13,4 1,34 1,44 
y > 8,4 30,2 23,5 1,29 1,21 
ohne besondere Vorbehandlung 1,45 1,49 


! Diese Zeitschr. 210, 414, 1929. 
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d) Dureh Adsorption und Elution gereinigte Amylase. 


Unter b) ist fiir A des Extrakts 4 1,28 und des Extrakts 6 1,34 an- 
gegeben. Dieselben Malzausziige dienten bei den in unserer Mitteilung VII 
berichteten Versuchen zur Reinigung der Amylase durch Adsorption und 
Elution!. Danach war k, . 108 der Elution bei Extrakt 4 27,3, fiir die noch 
bestimmte kg . 108 fanden wir 19,2, so daB A fiir dieses Eluat 1,42 betragt. 
h, . 108 der Elution bei Extrakt 6 war 15,0, fiir die noch bestimmte kg . 10° 
fanden wir 11,8, so daB A fiir dieses Eluat 1,27 betragt. Sf war fiir Extrakt 4 
1,47 und Extrakt 6 1,48, fiir die entsprechenden Eluate 25,6 und 22,3. 


e) Durch Dialyse gereinigte Amylase. 


Zur Dialyse dienten 2 Tage gewasserte Beutel aus Dialysierpergament- 
papier (Schleicher und Schiill); die Dialyse geschah mit flieBendem Leitungs- 
wasser bei 10°. 

Zweitagige Dialyse: 500ccm des unter b) beschriebenen frischen 
Malzextrakts 7 wurden 2 Tage dialysiert und erfuhren dabei durch Wasser- 
aufnahme eine Volumvermehrung auf 700ccm. Der Trockensubstanz- 
gehalt sank bei der Dialyse von 3,39 % auf 0,981%. 0,5 cem des dialysierten 
Riickstandes gaben wir zu einem Gemisch von 80cem 1,25%iger Starke- 
lésung, 16cem Citrat, 3cem HCl und 100,5ccm Wasser. Das Ergebnis 
itet ; der Amylolyse zeigt Tabelle IV. 
, 108 


Tabelle IV. 








zte Verzuckerung Dextrinierung 
Reaktionszeit Maltose k.. 103 Farbung k, 103 

‘ung mg ~ 

nA 

nde 3 Min. 19,4 15,8 

_ w es 35,7 15,3 

ffer- 9 52,0 15,4 i 

telt . 65,2 15,5 

: eo 82.8 16,9 - 

Zur 20 . 97,3 15,9 on 

ch B >, _ 38,25 13,0 

uielt os — 35,5 13,2 

igen ae ~ 37,5 13,3 
on — 39.0 13.3 
60, 168,6 (16,6) a 
i 6. 182.6 (18,2) —- _ 
72 Std. 200.7 —- - — 

— i. 211,8 — - 


k, . 10° = 15,9; kg. 108 = 13,2; 4 = 1,20; Sf = 2,42. 


Viertaégige Dialyse: Nach der viertaégigen Dialyse betrug der Trocken- 
substanzgehalt des dialysierten Riickstandes 0,296%; k,. 108 = 17,4, 
kg . 10 = 13,3; A = 1,31; Sf = 6,3. 


1 Diese Zeitschr. 211, 229, 1929. 
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f) Durch Fallung mittels Alkohols gereinigte Amylase. 


100 ccm wasserigen Malzauszug (Extrakt 8 von b) versetzten wir 
mit 360cem 96%igem Alkohol, zentrifugierten sofort 20 Minuten, gossen 
die klare* Fliissigkeit von dem Bodensatz ab, entnahmen diesen unter 
Anschiitteln mit wenig Wasser aus dem Zentrifugenréhrchen und trockneten 
ihnim Vakuum tiber Schwefelséiure 2 Tage. Gewicht des Trockenriickstandes 
0,4626 g. Von einer 0,1 %igen wasserigen Lésung desselben gaben wir 
1,5ccm zu einem Gemisch von 60ccem 0,125 %iger Starkelésung, 12 ccm 
Citrat, 2,3 ccm HCl und 74,2 cem Wasser und fiihrten die Amylolyse durch. 
Wir fanden fiir k, . 10° 14,2, fiir kg . 10% 11,6; == 1,22; Sf = 5,33. 


B. Anormale Quotienten k der Verzuckerung/k der Dextrinierung. 


Zu den Versuchen dienten kinstlich angeséuerte Diastaselésungen, 
durch Alterung angesiuerte Malzausziige und frische Gerstenausziige. 


a) Héheren Wasserstoffionenkonzentrationen ausgesetzte 
Diastase. 


In unserer Mitteilung VI ist gezeigt, das die voriibergehende Saéuerung 
einer Diastaselésung auf pq 4,0 und py < 4,0 die dextrinierende und ver- 
zuckernde Wirkung der Amylase schadigt, und zwar nach den von uns 
angewandten Bestimmungen der Wirkungen anfangs die erstere starker 
als die letztere; pq 2,8 zerstérte beide Amylasewirkungen dann fast voll- 
kommen. Damals war die Saéuerung durch Citrat-HCl-Puffer bewirkt, 
wir fiihrten hier noch Versuche aus, bei denen wir die Saéuerung durch 
Salzsiure allein bewirkten. 20cem 0,4%ige Lésung von Diastase 2 ver- 
setzten wir mit l1cem n/10 HCl (pq des Gemisches = 2,95), schiittelten 
1 Stunde, lieBen noch 3 Stunden stehen, filtrierten und lieBen das Filtrat 
auf Starkelésung bei py 4,95 einwirken. A war nach 24 Stunden 155, nach 
96 Stunden 572 und nach 213 Stunden 1180. Nach 213 Stunden betrug 
die in 50ccm Reaktionsgemisch enthaltene Maltosemenge nur 172 mg, 
was nur einer Starkespaltung von 65% entspricht, wahrend wir bei einer 
unter denselben Bedingungen, aber ohne vorhergehende Séuerung der 
Diastaselésung ausgefiihrten Amylolyse 200g Maltose fanden, was einer 
75%igen Starkespaltung entspricht. 

Um noch den EinfluB der Séuerung auf den Maltosegrenzwert zu 
studieren, setzten wir Lésungen der Diastase 2 verschiedenen px aus, die 
wir diesmal mit Gemischen von Citrat-HCl-Puffer bewirkten, und benutzten 
die so behandeiten Diastaselésungen unter Umpufferung auf py 4,9 zur 
Amylolyse. Wir fanden bei voriibergehender Einwirkung von: 


pu 3,9 nach 10 20 123,5 Min. 

k, 168 = 15,0 12,3 4A = 5,27 
ka . 108 = 2,6 Sf = 1,09 
pu 3,6 nach 1] 25 oo. aa 

ke . 10° = 16,0 =11,6 A = 6,36 
ka. 10? = 2,17 Sf = 1,10 
Pu 3,1 nach 15 30 1400 mt 

k, . 108% = 14,7 10,3 A = 54,4 


ka . 103 = 0,23 Sf = 0,50 
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b) Gealterte Malzausziige. 


Der mit Toluol versetzte Malzextrakt 1* zeigte nach 30tagiger Auf- 
bewahrung im Ejisschrank eine Aufhellung seiner urspriiglichen gelb- 
briunlichen Farbung, starke Triibung und Ausfallung und fauligen Geruch ; 
pa war von 6,15 auf 3,4 gesunken. Da Vorversuche ergaben, da Filtrieren 
die Wirkung des Extrakts nicht beeinfluBt, verwendeten wir unfiltrierte 
Extrakte. Zur Amylolyse diente folgendes Gemisch: 40cem 1,25 %ige 
Starkelésung, 8 cem Citrat, 1,6 ccm HCl, 49,9 cem Wasser, 2,5 ccm 30 Tage 
alter Extrakt 1, pa = 4,75. 





Wir fanden nach: 3 5 10 26,5 52 71 89 Min. 
k,-108 2... | 803 | 600 (46,7) - - — (7,2) 
= Saree, tae ~ — 11,6 605 4,53 _ 


Bei der Berechnung der Verzuckerungs-k ist hier fiir a (bez. auf 50 ccm 
Gemisch) noch 187,5 mg eingesetzt, obwohl der Grenzwert in Wirklichkeit 
niedriger liegt. Bei den unmittelbar vorausgehenden Versuchen mit ge- 
siuerter Diastaselésung sind die angegebenen kg stets aus der Jodfarbung 34 
berechnet, dieser Farbung entspricht die hier gefundene kg 4,53. Legt 
man diese kg der Berechnung des Quotienten zugrunde, so ergibt sich 
fiir ihn 15,5. 

Um den Maltosegrenzwert zu ermitteln, lieBen wir einmal eine groBe 
Enzymmenge kurze Zeit auf die Starke einwirken (Reaktionsgemisch 
40 cem 1,25 °%ige Starkelésung, 5 ccm Citrat, 1 eem HCl, 46,5 ccm Wasser, 
4,5ccm 56 Tage alter Extrakt 1, pq = 4,7). Nach 2 und 4 Stunden fanden 
wir als Grenzwert 154mg Maltose, was einer Starkespaltung von nur 
60% entspricht. Denselben Grenzwert fanden wir bei Verwendung von 
weniger Enzym und langerer Amylolysedauer. (Reaktionsgemisch 80 ccm 
1.25% ige Starkelésung, I@ccem Citrat, 2,6cem HCl, 100,4 ccm Wasser, 
leem 49 Tage alter Extrakt 1, pa = 5,0.) 








Amylolysedauer : | 2 6 om 10 13 20 Min. 
mg Maltose in 50ccm . 23,3 62,4 75,3 | 84,7 91,6 97,1 
eS Sea 35,6 37,6 364 | 34,7 30,2 21,6 

Amylolysedauer : 25 30 60 120 180 Min. 24 Std. 
mg Maltose in 50cem . 103,9  107,4 119,9 136.5  143,4 154,0 
Bg ca canenn 1 et eel oe 7,9 65 | — 


Die Dextrinierung erreichte in 220 Minuten noch nicht die Jod- 
farbung 33, in 24 Stunden die Jodfarbung 34. Unter Beibehaltung von 
a = 65 betragt kg . 10% 0,223. 





* Diese Zeitschr. 211, 230, 1929. 





278 Th. Sabalitschka u. R. Weidlich: Malzamylase. VIII. 


c) Frische Gerstenausziige. 

Die Gerste (Biomalz-Fabrik, Berlin-Teltow) war dieselbe, aus welcher 
das von uns zu den vorhergehenden Versuchen benutzte Malz bereitet 
war. 50g gemahlene Gerste zogen wir mit 250ccm Wasser unter Zusatz 
von 10 Tropfen Toluol nach einstiindigem Schiitteln 2 Tage im Eisschrank 
aus, saugten sodann ab, filtrierten und ergénzten das Filtrat mit Wasser 
auf 250ccm. Der erhaltene Auszug war hellbraun und enthielt 1,11 
Trockensubstanz. Wie vorher bei den gealterten Malzausziigen ermittelten 
wir den Maltosegrenzwert mit groBen und kleinen Enzymmengen. Im 
ersteren Falle fanden wir einen Grenzwert von 147 mg Maltose in 50 ccm, 
bei kleinen Enzymmengen fanden wir in je 50 ccm amylolytischem Gemisc! 
nach einer 





Amylolysedauer : 4 6 s 10 13 16 20 25 | 45 | 120 Mir 
| 


k..10®. . . . || 54,4 | 48,7 | 41,0 | 33,7 | 30,5 | 25,7 | 23,0 | 18,4 | 13,7 11,8 


Zz 


Nach 94 Stunden betrug der Maltosegrenzwert 145 mg. Danach 
betrigt die Spaltung der Starke nur ungefahr 55%. Die Dextrinierung 
gab nach 135 Minuten Farbung 33, nach 23 Stunden Farbung 33 bis 34. 
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Das Absorptionsspektrum von Histidin und Histamin 
im Ultraviolett. 


Von 
Friedrich Ellinger. 
(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitét Berlin.) 


(Eingegangen am 19. September 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I, Einleitung. 


In einer friiheren Arbeit (1) konnte gezeigt werden, da8 unter 
Bestrahlung einer Lésung von Histidinchlorhydrat (Hoffmann-Laroche 
& Co., Basel) mit der Quarzquecksilberlampe ein Kérper entsteht, der 
im pharmakologischen Versuch histaminahnliche Wirkungen zeigt. 
Zum eingehenderen Verstiandnis dieses Umwandlungsprozesses hofften 
wir mit Hilfe der Spektralanalyse zu gelangen. Dementsprechend 
beschaftigten wir uns bereits damals mit dem Absorptionsspektrum 
des Histidins. In der erwihnten Arbeit konnte aber aus technischeh 
Griinden ein genaues Absorptionsspektrum fiir das Histidin nicht 
gegeben werden. Da weitere Arbeiten nur nach genauerer Kenntnis 
dieser Daten méglich schienen, so sind die vorliegenden Untersuchungen 
wiederum diesem Gegenstand gewidmet und zugleich auf das Histamin 
ausgedehnt. Bei der prinzipiellen Bedeutung der Resultate seien sie 
nachstehend kurz mitgeteilt. 


II. Methoden. 


Die Untersuchungen iiber die Absorption wurden mit zwei verschiedenen 
Methoden ausgefiihrt: 

a) Photographische Methode mit rotierendem Sektor, dhnlich wie sie von 
Scheibe beschrieben ist (2). Das Licht einer Bogenlampe mit Eisenkohlen 
wurde durch Reflexionsprismen in zwei iibereinandergelegene Strahlen- 
biindel zerlegt. In das obere Strahlenbiindel wurde eine Kiivette mit dem 
gelésten Koérper, in das untere eine Kiivette mit dem reinen Lésungsmittel 
gebracht. Beide Strahlenbimdel wurden nach dem Durch-ritt durch die 
Kiivetten mit einem zweiten System von Reflexionsprismen auf dem 
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Eintrittsspalt eines Fuessschen Quarzspektrographen vereinigt. Ein 
Hiifnerscher Wiirfel gewahrleistete eine méglichst schmale Trennungslinie 
beider Strahlenbiindel. Die Spektren lagen daher ohne merkliche Trennungs- 
linie tubereinander. In das untere Strahlenbiindel war ein rotierender 
Sektor eingeschaltet, mit dem bekannte Lichtabschwichungen erreicht 
wurden. Auf eine Platte wurden so sechs bis zwélf Spektren mit ver- 
schiedenen Sektorstellungen photographiert, nachdem mit einer Probe 
aufnahme die genaue Einstellung der Apparatur durch Feststellung gleiche: 
Schwarzung des Spektrums vom oberen und unteren Strahlenbiindel ohne 
Schwachung durch den Sektor erwiesen war. 


Die Werte der Absorption wurden derart ermittelt, daB auf der ent- 
wickelten photographischen Platte die Punkte gleicher Schwarzung mit 
einem MeSmikroskop aufgesucht wurden. Die abgelesenen Skalenteile 
erméglichten dann, aus einer Eichkurve direkt die Wellenlangen fest- 
zustellen, bei denen gleiche Schwarzung im oberen und unteren Spektrum 
gefunden wurde. Die fiir die Aufnahme angewandte Sektorstellung ergab 
die Durchlassigkeit in Prozenten fiir die mefSmikroskopisch festgestellte 
Wellenlange. 


Zur Verwendung kam ein Sektor mit den Einstellungen %, 1/,, '\,, 
*/16> 1/39. '/¢g, bei dem also 4% = 50% Durchlassigkeit, 1/,, = 1,56° Durch- 
lassigkeit oder 98°% Absorption entsprachen. Der Schwarzschildsche 
Exponent wurde vernachlassigt. 

log J, —leg J 
Aus den Daten wurde nach der Formel: ¢ = a eee der Ab- 
c. dad. log @ 
sorptionskoeffizient ¢, fiir die betreffende Wellenlange bezogen auf die 
1%ige Lésung in 1 em Schicht, berechnet. 
In der Formel bedeutet: 


= Durchlassigkeit in Prozenten, 

= auffallende Intensitat = 100 gesetzt, 
= Konzentration des Stoffes, 

= Schichtdicke, 

= natiirlicher L>garithmus. 


| 


cacQgy 
= 
| 


b) Messung mit der photoelektrischen Zelle. Hier wurde das Licht einer 
mit Luftstrom gekiihlten kleinen Quarzquecksilberlampe (Jaenicke-Lampe), 
die mit Batteriestrom betrieben wurde, durch einen Leissschen Doppel- 
monochromator (3) zerlegt und das austretende Licht durch ein Quarz- 
fluBspatachromat parallel gemacht. 


In den Strahlengang wurden mit Hilfe eines Schlittens nacheinander 
erst eine Kiivette mit dem reinen Lésungsmittel, dann eine Kiivette mit 
dem in ihm gelésten Kérper gebracht. Nach Durchtritt durch diese Fliissig- 
keiten fiel der Strahl des zerlegten und gereinigten Lichtes auf eine Kalium- 
zelle. Durch Messung der Entladungsgeschwindigkeit eines aufgeladenen 
Fadenelektrometers mit der Stoppuhr wurde der in der Zelle entstandene 
photoelektrische Strom gemessen. 


Die Beobachtungen erfolgten derart, da8 zuerst immer das Lésungs- 
mittel im Strahlengang stand, und dann der geléste Kérper mit dem 
Schlitten hineingezogen wurde. Dieses Vorgehen empfahl sich im Hinblick 
auf die starke Lichtempfindlichkeit der Substanzen. So wurden eine Anzahl 
Wertepaare fiir die Entladung des Elektrometers durch die gerade ein- 
gestellte Wellenlange bei Zwischenschaltung der beiden Kiivetten gemessen. 
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\us den mit der Stoppuhr gemessenen Zeiten fiir Lésungsmittel und gelésten 


Korper wurde dann der arithmetische Mittelwert -festgestellt. 


Durch 


Division der Mittelwerte von Lésungsmittel und geléstem Kérper und 
Multiplikation des Quotienten mit 100 ergab sich die Durchlassigkeit des 
untersuchten K6rpers fiir die betreffende Wellenlange, ausgedriickt in 


Prozenten. 


oben angegebenen Formel. 


Ill. Ergebnisse. 


Der Absorptionskoeffizient € errechnete sich dann nach der 


Zur Aufstellung der Absorptionsspektren kamen 1- bis 6°,ige 
Lésungen von Histidin- und Histaminchlorhydrat (Hoffmann-La Roche 
& Co.) in Aqua dest., die jedesmal frisch hergestellt wurden, zur An- 


wendung. 


photographischen Methode ermittelt. 


Die Absorptionskoeffizienten wurden zunichst nach der 
Die Werte sind in den nach- 


stehenden Tabellen in der zweiten Reihe aufgefiihrt, und zwar sind 
sie fiir Histidin (Tabelle I) aus 12, fiir Histamin (Tabelle II) aus 13 Auf- 


Tabelle I. 


Absorptionskoeffizienten von Histidinchlorhydrat in 1%iger Lésung und 


lem Schicht. 











Ainuae = 366 334 313 310 303 297 295 
f 

Reihe 1. « 0,052 0,150 0,190 — 0,340 0,500 . 
Reihe 2. « — —_ —- 0,130 0,212 0,344 0,462 

Ain uu 293 289 281 276 275 272 270 
teihe 1. « 0,523 0.582 0,603 — 0,770 . 0,608 
Reihe 2. « _ — — 0,520 sii 0.474 a 

Ain wu = 266 254 252 248 246 242 241 239 
Reihe 1. «& 0,468 0,442 0.559 - - —. - 
Reihe 2. « —_ —_ 0,417 — 0.411 0,514 0.781 0,898 

Tabelle II. 


Absorptionskoeffizienten von Histaminchlorhydrat in 1%iger Lésung und 


lem Schicht. 








Zin um = 366 334 313 308 297 293 229 
Reihe 1. « 0,073 0,200 0,340 0,350 0,490 0,490 0,501 
Reihe 2. « 0,069 0,208 0,254 _ 0,316 0,417 — 
4in wa = 281 275 270 266 248 246 240 238 
Reihe 1. « 0,572 | 0.713 0,690 0,670 0,886 _ —_— 
Reihe 2. « 0.424 — — 0,432 — 0.500 0,623 1,383 
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nahmen ermittelt. Hierbei zeigte sich, daB es auch bei den héchsten 
angewandten Kenzentrationen mit dieser Anordnung der Sekter- 
stellungen nicht gelang, eine geschlossene Kurve fiir das Histidin zu 
erhalten. Es wurde die photoelektrische Methode zur Unterstiitzung 
herangezogen. Die hiermit gefundenen Werte sind in der Reihe } beider 
Tabellen aufgefiihrt. Sie sind fiir Histidin aus fiinf, fiir Histamin aus 
vier MeBreihen gemittelt. 
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Abb. 1. 
Absorptionsspektrum einer 1 °/,sigen Histidinchlorhydratlésung in 1 em Schicht 
@ Photoelektrische Mefipunkte. © Photographische Mefpunkte. 


Wie die Kurve 1 darlegt, zeigt die graphische Darstellung der 
Tabelle I (Histidin) eine gute Ubereinstimmung beider Methoden, 
erhellt aber, wenigstens fiir diesen Fall, die Uberlegenheit der photo- 
elektrischen MeBmethode tiber die photographische fiir die Aufstellung 
des Absorptionsverlaufs. 

Kurve 2 gibt die graphische Darstellung der Tabelle II (Histamin). 
Hier ist die Ubereinstimmung der Methoden eine weniger gute. Auf 
Grund noch nicht publizierter Untersuchungen, die eine ganz erhebliche 
Zersetzung von Histamin in kleinen Mengen schon nach einer Quarz- 
lampenbestrahlung von etwa 10 Minuten zeigten, kann man annehmen, 
daB die starke Streuung der mit der photographischen Methode er- 
mittelten Werte vielleicht auf diesen Umstand zuriickzufiihren ist. 
Bei dieser Methode ist die Histaminlésung dem gesamten Kohlen- 
bogenlicht ausgesetzt, also auch dem besonders wirksamen, kurz- 
welligen Ende des Ultravioletts. und wenn auch die Intensitats- 
abschwachung durch die Zerlegung in zwei Biindel und den Abstand 
von der Lichtquelle groB ist, so ist es doch recht wahrscheinlich, daf 
die Gesamtbestrahlungsdauer von 30 bis 50 Minuten, die eine solche 
Lésung wahrend der Aufnahme erfuhr, zu einer minimalen Zersetzung 
hinreicht ; diese braucht zwar im pharmakologischen Versuch am tiber- 
lebenden Meerschweinchendarm noch nicht nachweisbar zu sein, kann 
aber wohl Veranlassung fiir die nicht unbetrachtliche Streuung der 
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ermittelten Werte werden. Diese Vermutung findet eine Stiitze in 
der wesentlich geringeren Abweichung der photoelektrisch gemessenen 
Absorptionswerte. Hier steht die Histaminlésung im Dunkeln, sie ist 
nur fiir wenige Sekunden dem monochromatischen Licht ausgesetzt. 
Die mit dieser Methode bestimmten Werte erscheinen demnach zu- 
verlassiger. Zu den Kurven ist dann weiterhin zu bemerken, daB bei 
der photoelektrischen Messung bei guter Ubereinstimmung von 
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Abb. 2 
\bsorptionsspektrum einer 1 °/,igen Histaminchlorhydratlisung in 1 em Schicht 
@ Photoelektrische Mefipunkte. Photographische Mefipunkte 


Lésungen gleicher Konzentration und Schichtdicke die Ubereinstimmung 
in anderen Konzentrationen und Schichten weniger gut wird. Es 
wurden daher diesen Messungen hauptsichlich 1°,ige Lésungen in 
lem Schicht zugrunde gelegt. Der Kurvenverlauf bestatigt-also voll- 
stiindig friihere, bereits durch okulare Abschitzung photographischer 
Spektren gemachte Feststellungen, daB Histidin einen steilen Anstieg 
der Absorption, beginnend im Gebiet von A= 313 wy, zeigt, der sein 
Maximum etwa bei A= 275 yy hat. 

Als neuer Befund wurde ein nachfolgendes Minimum der Absorption 
etwa bei A= 255 uy festgestellt. Nunmehr steigt die Absorption 
wieder steil zum kurzwelligsten Teil des Ultravioletts hin an. 


Der Kurvenverlauf der Ultraviolettabsorption von Histidin scheint 
also die friihere Annahme zu stiitzen, daB der in vitro beobachtete 
Vorgang der Entstehung eines histaminahnlichen Koérpers aus Histidin 
durch ultraviolettes Licht auch beim biologischen Geschehen der 
Lichterythementstehung in der Haut vor sich gehen und als einer der 
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ursachlichen Faktoren dieses Prozesses in Frage kommen kann. Zeigt 
doch das Histidin gerade in dem von Hausser und Vahle (4) als besonders 
erythemwirksam beschriebenen Gebiet um 300 wy den steilen Anstieg 
der Absorption. Der Unterschied in der von den genannten Autoren 
aufgestellten Hauterythemkurve und der Absorptionskurve des 
Histidins, der darin besteht, daB im Gebiet der maximalen Ultraviolett- 
absorption dieses Kérpers, bei 1 = 275 wy, eine erhebliche Erythem- 
wirkung nicht erzielt wurde, diirfte seine Erklarung in der Filter- 
wirkung der Hornzellenschicht der Haut finden, wie sie von ver- 
schiedenen Autoren angenommen wird. 

Was das Histamin angeht, so zeigt es einen wesentlich anderen 
Absorptionsverlauf. In gerader Linie steigt die Absorption vom lang- 
welligen zum kurzwelligen Ende des Ultravioletts an. Zeichnet man 
die Absorptionsverliufe von Histidin und Histamin iibereinander, 
wie es in Abb. 3 geschehen ist, so zeigt sich, daB man voraussichtlich 
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Abb. 3. 
Kurve a: Absorption von 1 °/9igem Histidinchlorhydrat ; 
Kurve 6: Absorption von 1 °/gigem Histaminchlorhydrat ; 
beide in lem Schicht und photoelektrisch gemessen. 

beide Kérper nebeneinander spektrographisch zu identifizieren in der 
Lage sein wird. Zu diesem Zwecke wurden die Untersuchungen auch 
auf das Histamin ausgedehnt. Vielleicht gelingt es, auf diesem Wege 
weitere Kenntnisse von dem neu entstandenen Bestrahlungsprodukt 
des Histidins zu erhalten. Einstweilen stehen dem noch verschiedene 
Schwierigkeiten im Wege; jedoch sind derartige Versuche und auch 
solche, die iiber die quantitativen Verhaltnisse dieser Spektralanalyse 
Aufschlu8 geben sollen, bereits im Gange. 


IV. Zusammenfassung. 


Es werden die Absorptionsspektren des Histidinchlorhydrats und 
Histaminchlorhydrats in 1°,iger Lésung und lem Schichtdicke im 
ultravioletten Teile des Spektrums mit einer photographischen und 
einer photoelektrischen MeBmethode gemessen. Histidin zeigt dabei 
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einen steilen Anstieg der Absorption, beginnend bei 4 = 313 wu mit 
Maximum bei 4 = 275 wy, ein folgendes Minimum bei 4 = 254 wu und 
weiterbin steilen Anstieg der Absorption zum kurzwelligsten Ultra- 
violett hin. Histaminchlorhydrat zeigt ein geradliniges Ansteigen der 
Absorption von A= 366 yuu bis zum kurzwelligen Ultraviolett hin. 
Der Absorptionsverlauf des Histidins erscheint als eine weitere Stiitze 
fiir die auch schon friiher geéuBerte Meinung, daB8 der in vitro beob- 
achtete UmwandlungsprozeB des Histidins in einen Kérper mit histamin- 
ahnlicher Wirkung auch als ein atiologischer Faktor bei dem biologischen 
Geschehen der Entstehung des Lichterythems in der Haut in Frage 
kommt. 


Zum SchluB méchte ich nicht versaumen, meinem Chef, Herrn Professor 
Dr. W. Friedrich, fiir die freundliche Férderung meiner Arbeiten auch an 
dieser Stelle zu danken. Gleichfalls Dank schulde ich der Notgémeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft, die mir die Beschaffung der benétigten 
groBen Mengen der teuren Substanzen erméglichte. Dies zu bekennen, ist 
mir eine angenehme Pflicht. 
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Zur Bestimmung der einzelnen stickstoffhaltigen Bestandteile 
im Blut und in serésen Fliissigkeiten 
auf dem Wege fraktionierter Sublimatfillung. 


Von 
B. Lustig und K. Fiirst. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung 
Wien III.) 


(Eingegangen am 19. September 1929.) 


Die Bestimmung der einzelnen Bestandteile des Reststickstoffs 
im Serum wird gewéhnlich nach Bang oder Folin in der Weise durch- 
gefiihrt, daB in verschiedenen Portionen des Serums nach der Ent- 
eiweiBung die einzelnen Bestandteile bestimmt werden, wodurch fiir 
eine Bestimmung aller Bestandteile eine nicht immer vorhandene 
gréBere Serummenge notwendig, als éfters vorhanden. Die Methoden 
erfordern auch groBe Ubung und Vertrautheit, um Fehler zu vermeiden. 


Eine Methode, die es erméglicht, die stickstoffhaltigen Bestand- 
teile des Normalharns, die qualitativ mit denen des Blutserums ‘dentisch 
sind, zu bestimmen, ist die Sublimatmethode von £. Freund und 
R. Fellner'. Durch deren Ausbau und Modifizierung gelang es B. Lustig 
und B. Speiser®, auBer den normalen auch die in pathologischen Harnen 
vorhandenen stickstoffhaltigen Bestandteile quantitativ voneinander 
zu trennen und zu bestimmen, wobei die Mikromethode durch An- 
wendung des Zentrifugierens an Stelle der langwierigen Filtration ohne 
groBen Material- und Zeitaufwand auch in der Hand eines weniger 
Geiibten, klinisch brauchbare Resultate ergibt. Wir versuchten, die 
Ergebnisse dieser Arbeiten, besonders der Mikromethode, auf die 
Trennung und Bestimmung der stickstoffhaltigen Serum- und reiner 
Flissigkeits-Bestandteile anzuwenden. Im wesentlichen wurden die bei 
dem Harn gefundenen Bedingungen des Sublimatganges beim Blute er- 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 401, 1902. 
2 Diese Zeitschr. 206, 340, 1929. 
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probt und fiir richtig befunden. Die Bedingungen sind: das Vorhanden- 
sein eines geniigenden Sublimatzusatzes, erkennbar daran, daB ein 
Tropfen der Flissigkeit mit wasseriger Sodalésung die erste Gelbfarbung 
zeigt und durch Einhalten einer bestimmten Wasserstoffionenkonzen- 
tration bei der ersten Fallung. Diese ist beim Harn py 5,2, beim Serum 
pu 5,6 und wurde in der Weise bestimmt, daB das in saurer Lésung 
enteiweiBte Serum mit Lauge gegen alizarinsulfonsaures Na als Indikator 
bis zum deutlichen Orangerot oder mit dem Mischindikator nach Kolthoff*, 
bestehend aus gleichen Teilen einer 0,2 °,,igen alkoholischen Methylrot- 
und einer 0,1 °,igen alkoholischen Methylenblaulésung, titriert wurde. 
Dieser Indikator zeigt bei py 5,2 rotviolett, bei py 5,4 schmutzig blau, 
bei px 5,6 schmutzig griin, er ist in einer dunklen Flasche aufzubewahren. 
Die Lésung wird so lange mit Lauge versetzt, bis der erste Tropfen 
den Farbenumschlag von Blau nach Griin bewirkt hat. . 

Im Gegensatz zum Harn ist eine vorhergehende EnteiweiBung bei 
den serésen Fliissigkeiten unerlaBlich. Diese wurde nach zwei Methoden 
durchgefiibrt : 


1. Gleiche Volumina Serum und einer Mischung von fiinf Teilen 
einer 10°,igen Na,SO,- und einem Teile 20°, iger Essigsaure wurden 
bis zur flockigen Gerinnung des EiweiBes im kochenden Wasserbad 
belassen. Die Lésung dann auf einem kleinen Filter filtriert, mit kleinen 
Portionen Waschwasser mehrere Male gewaschen, mit Lauge neutralisiert 
dann mit n/10 HCl auf py 5,6 gebracht und auf das urspriingliche 
Volumen der Mischung aufgefiillt, so daB 2cem der Lésung 1 ccm 
Serum entsprachen. Zu einer kleinen Probe des Filtrats wird gesattigte 
wasserige Sublimatlésung so lange zugegeben, bis ein Tropfen der 
Lésung mit Sodalésung die erste Gelbfarbung zeigt. 

‘ 

2. Einer kleinen Vorprobe (1 cem Serum) wird solange Sublimat zu- 
gegeben, bis ein herausgenommenér Tropfen die erste Gelbfarbung 
zeigt. Das Serum wird dann mit einem Zehntel seines Volumens mit 
20 %,iger Salzsdure, sowie mit der ermittelten Sublimatmenge versetzt, 
filtriert, mit 1°,iger Salzsiure in kleinen Portionen nachgewaschen 
und mit Wasser auf das Doppelte des urspriinglichen Volumens auf- 
gefiillt. 


Durch Versetzen der mit Natriumsulfat-Essigsiure enteiweiBten 
Lésung, mit der ermittelten Sublimatmenge oder durch Neutralisieren 
des Filtrats der SublimatenteiweiBung mit Lauge bis py 5,6 entsteht 
eine Fallung, die die gesamten Purinkérper enthalt — Sublimatnieder- 
schlag I. Der Niederschlag wird durch Behandlung mit 1 °,iger HCl 
wieder gelést. Falls nach der Behandlung mit 1°,iger HCl ein 


1 Diese Zeitschr. 198, 26, 1927. 
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Riickstand zuriickbleibt, so ist das ein Zeichen der mangelhaft vor- 
genommenen EnteiweiBung. Dieser Riickstand, entquecksilbert, 
gibt EiweiBreaktion. Der Stickstoffgehalt des in 1 °,iger HCl Léslichen 
ist als Purin-N anzusehen. 


Das Filtrat der Sublimatfillung mit ein Viertel seines Volumens 
mit 50° iger Natriumacetatlésung versetzt, wird eine Stunde stehen- 
gelassen. Die entstandene Fillung enthalt das gesamte Ammoniak 
und Kreatinin und ist frei von Harnstoff und Aminosduren. Die 
Trennung des Ammoniaks vom Kreatinin wird durch Behandlung mit 
35 °,iger Natriumacetat- und 1°, Essigsiure enthaltender Lésung bei 
60 bis 70° durchgefiihrt. Die so erhaltene Ammoniakfraktion enthilt 
nur geringe Kreatininmengen, die beim zwélfstiindigen Stehen wieder 
ausfallen und mit dem restlichen Kreatininniederschlag zusammen be- 
handelt werden. Das Ammoniak wird nach vorsichtiger K J-Zugabe 
durch direkte Nesslerisation der Lésung nach Folin! kolorimetrisch be- 
stimmt. Der restliche Niederschlag ist in HCl léslich und besteht nur 
aus Kreatinin. 


Das Filtrat der Natriumacetatfallung zeigt nach der Entqueck- 
silberung keinerlei Kreatininreaktionen. Falls aber das Filtrat nicht 
entquecksilbert, sondern 24 Stunden stehengelassen wird, so entsteht 
ein Niederschlag, der Kreatininreaktionen zeigt, der als umgewandeltes 
Kreatin anzusehen ist. Wir versuchten, die Umwandlung des Kreatins 
in Kreatinin auf verschiedene Weise zu beschleunigen. Genaue Werte 
erhielten wir nur,im Falle wir eine Probe der urspriinglichen ent- 
eiweiBten Lésung mit 1 %,iger HCl 3 Stunden im kochenden Wasser- 
bad oder im Autoklaven bei 3 Atm. Druck und 135° 30 Minuten er- 
hitzten oder das Filtrat der Natriumacetatfaillung 36 Stunden stehen 
lieBen. 


Das Filtrat der Natriumacetatfaillung wird mit 20°,iger Soda- 
lésung bis zur deutlichen Rosafairbung gegen Phenolphthalein versetzt. 
Ein zu groBer Sodaiiberschu8 ist zu vermeiden, da sonst ein wenn auch 
geringer Teil des Niederschlags wieder gelést wird. Der Niederschlag 
enthalt das gesamte Kreatin, Harnstoff und die Aminosauren. Der 
Niederschlag, frisch gefallt, ist in verdiinnten Sauren vollstandig 
léslich, mehrere Stunden nach der Fallung nur teilweise léslich, infolge 
der Verainderungen, die der Harnstoff erleidet?. 


Wir versuchten, die Aminosiuren nach Folin mit a-naphthochino- 
sulfonsaurem Na direkt im Filtrat der Natriumacetatfallung oder 


1 Barrenscheen-Willheim, Laboratoriumsmethoden der Wiener Kliniken. 
Deuticke-Verlag 1928. 
2 B. Lustig und B. Speiser, diese Zeitschr. 206, 349, 1929. 
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nach Auflésung des Sodaniederschlages in verdiinnter Siure zu be- 
stimmen. Diese Versuche schlugen fehl, da neben der entstandenen 
Farbe, infolge des Quecksilbergehalts der Lésung, immer eine starke 
Triibung auftrat. Falls aber der in verdiinnten Sauren geléste Soda- 
niederschlag mit H,S entquecksilbert und der tiberschiissige H,S 
durch Luftdurchsaugen vertrieben wurde, erhielten wir nach Neu- 
tralisation gegen empfindliches Lackmuspapier, sowohl nach Folin, 
wie auch durch direkte Formoltitration nach Sdérensen- Henriques’, 
mit n/25 Lésungen gute Resultate. 

Die Untersuchung wurde gewéhnlich in der Weise ausgefiihrt, daB 
der Sodaniederschlag in verdiinnter Saure gelést wurde, im MeBkolben 
auf Volumen aufgefiillt, in der einen Halfte der Gesamtstickstoff, in 
der anderen nach der Entquecksilberung die Aminosdiuren bestimmt 
wurden. In einer besonderen Probe wurde das Gesamtkreatinin be- 
stimmt. Der Harnstoff wurde aus der Differenz zwischen Kreatin und 
Aminosduren einerseits und dem Stickstoffgehalt der Sodafallung 
andererseits berechnet. Im Filtrat der Sodafallung waren noch 0,2 bis 
1% des gesamten Rest-N vorhanden. Die Lésung zeigt nach der Ent- 
quecksilberung keinerlei Harnstoff- und Aminosaurereaktionen und 
reduziert infolge ihres Zuckergehalts Fehlingsche Lésung. 


Die Methode war bei den zur Verfiigung stehenden geringen Mengen 
von vornherein als Mikromethode gedacht. Zur Vermeidung der 
Filtration wurde Zentrifugierung angewendet (in Eprouvetten von 
etwa 70ccm Inhalt). Jeweilige Waschfliissigkeiten wurden mit den 
Filtraten vereinigt. Die fiir eine Bestimmung notwendige Serum- 
menge war 5ccm. Die Verwendung kleinerer Mengen (1 bis 2 ccm, 
Tabelle V) vermindert die Genauigkeit der Methode durch Erhéhung 
der Fehlerquellen, doch sind beim genauen Acbeiten die gewonnenen 
Werte klinisch verwertbar. Die einzelnen Substanzen wurden kjeldahli- 
siert und der Stickstoffgehalt nach Folin bestimmt. 

Auf Grund unserer Untersuchungen ergibt sich folgender Analysen- 
gang: 

Zweimal je 10ccm der mit Natriumsulfat-Essigsiure enteiweiBten 
Fliissigkeit (gleich 5ccm Serum) werden in Zentrifugiereprouvetten mit 
der gefundenen Menge Sublimatlésung versetzt, 10 Minuten stehengelassen 
und zentrifugiert. Die Fliissigkeit wird abgegossen, der Niederschlag 
dreimal mit je 5ccm destilliertem Wasser plus 2 Tropfen Sublimatlésung 
(zur Verhinderung der Zersetzung) gewaschen, zentrifugiert, die Wasch- 
wasser mit dem Filtrat vereinigt. Der Niederschlag wird dann in | “%iger 
HCl gelést, kjeldahlisiert und enthalt die gesamten Purinkérper. 

Das Filtrat wird mit einem Viertel des Volumens 50 %iger Natrium- 
acetatlésung versetzt. Ein dariiber hinausgehender Natriumacetatzusatz 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 64, 133, 1910. 
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ist zu vermeiden, da er die Sodafallung erschwert. Die Lésung wird ein 
Stunde stehengelassen, zentrifugiert und dreimal mit je 5cem 10 %iger 
Natriumacetatlésung nachgewaschen. Der Niederschlag wird mit 10 cem 
einer heiBen 35 %igen Natriumacetat- und 1 %igen Essigsiure enthaltenden 
Lésung behandelt, 8 Stunden stehen gelassen, zentrifugiert, noch einma! 
mit Natriumacetat-Essigséure gewaschen und sofort zentrifugiert. Dic 
vereinigten Filtrate enthalten das Ammoniak, der restliche Niederschlag, 
der in verdiinnter HCl léslich ist, das Kreatinin. 

Bei geniigenden Substanzmengen wird in einer gesonderten Probe 
das Gesamtkreatinin bestimmt (30 Minuten im Autoklaven oder 3 Stunden 
im Wasserbad). Wenn nicht, wird das Filtrat der Natriumacetatfallung 
36 Stunden stehengelassen und die entstandene Nachfallung als Kreatin 
bestimmt. 

Das Filtrat der Natriumacetatfallung wird mit 20 %iger Sodalésung 
bis zur alkalischen Reaktion gegen Phenolphthalein versetzt, zentrifugiert, 
der Niederschlag in verdiinnter Saéure gelést, in einem Teile der Gesamt- 
stickstoff, im anderen nach der Entquecksilberung und Neutralisation die 
Aminosauren bestimmt. Der Harnstoff wird aus der Differenz berechnet. 


Es wurden Versuche unternommen, abgewogene Mengen Kreatin, 
Kreatinin, Harnsiure und Glykokoll dem nicht enteiweiBten Serum 
zuzugeben und dann die Zunahme der entsprechenden Fraktionen zu 
bestimmen. Es konnten je nach der verwendeten Substanzmenge 
94 bis 99°, in den entsprechenden Fraktionen wiedergefunden werden. 


Untersucht wurden Pferdesera, Tabelle I, Normalsera, Tabelle IT, 
Sera mit erhéhtem Rest-N, Tabelle III, Pleurapunktate und Ascites- 
fliissigkeiten, Tabelle IV. Um die Fehlerbreite bei Verwendung geringer 
Substanzmengen zu kontrollieren, wurden bei einigen Normalseren 
in 2cem der Sublimatgang durchgefiihrt, Tabelle V. Es wurden von 
den angegebenen Fliissigkeiten 10 bis 15 Bestimmungen durchgefiihrt, 
von denen wir Beispiele in den Tabellen angeben. 


‘ Tabelle I. 


Pferdesera (in je 5cem Serum). 





'Pferdeserum A (Rest-N 68mg-9/o) | Pferdeserum B (Rest-N 59 mg-°/,) 





1. Bestimmung = 2. Bestimmung | 1. Bestimaung | 2. Bestimmung 





Fraktion Z 
mg-°/o | ar N ng- =9/9 a jv | || mg-°/o ote N | mg-°o a 

a3 i. TE eS OP * 
Purin-N.... | 1,34 1,96 | 1,44 | 2,08 || 1,82 | 2,84 | 1,28 | 2,17 
Ammoniak. . . . . | 3,45, 5,07 | 3,30) 4,58 | 3,52 5.97 | or | 6,27 
Kreatimin ..... 2,62 | 3,85 | 280 4,12) 2,15 3,64 | 2,25 | 3,82 
Kreatin . | 3,84 | 5,65 | 3,80 5.59 4,44 7,53 4,20 | | 7,12 

Aminosauren und I 

Harnstoff ... -_ || 54,95 | 80,81 | 55,22 81,21 46,75 79,24 46,90 | 79,50 
Summe: | 66,20 97,34 | 66,56 | 97,80 |58,18 98,72 58,33 98,88 
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Tabelle II. 


Normalsera (in je 5cem Serum). 





Fraktion 


Purin-N . P 
Ammoniak. . 
Kreatinin 
Kreatin , 
Aminosauren . 
Harnstoff 


Summe: 


Serum 4062 (Rest-N 35,0 mg-°/9) 








‘1. Bestnmeng | 3. Bostinmeng 
y 9), | Rest-N st-N | : Rest- N 
mg-°/9 lo mg-°/9 oF 
2,22 6,34) 2,35 6,71 
140 4,00) 1,55 4,43 
2,48 7,09 | 2,45 7,00 
3,15 , 9,00) 310 | 8,85 
4,52 | 12,92) 4,52 | 12,92 
21,85 | 62,43 | 22,35 | 63,86) 


35,62 101,78 | 36,82 103,77 


Tabelle III. 


Serum 4064 Gat. N 64,0 mg-°/o) 


a. Bestimmung | . Be stimmung 





Rest-N 
0 


Rest-N 
mg-°/9 i. mg-°/9 
0 lo 


2,45 | 7,20 | 2,50 | 7,35 
1,32 3,88 | 1,48 4,35 
2,17 6,38 | 2,00 | 5,88 
8,00 | 6,52 | 3,10 | 9,13 
3,50 10,30 | 3,56 | 10, 47 
20, 45 60,15 | 20,75 | 61,03 


82,89 96,43 | 33,39 | 98,21 


Sera mit hohem Rest-N (in je 5ccm Serum). 





Fraktion 


Purin-N . 
Ammoniak . 
Kreatinin 
Kreatin 
Aminosauren . 
Harnstoff 


Summe: 


Serum 4059 (Rest-N 210 mg-°/) 


Serum 4000 (Rest-N 90 mg-®/9) 





1. |. Becton 2, Bestimmung 


1. Bestimmung | 2. Be estimmung 





Rest-N 


, Rest-N 
mg-°/ 9 mg-°/o : 
9,85 4,69 10,25 4,8 
5,15 2,45 515 2,4 
3,58 1,71 3,10 1,4 
7,85, 3,74 7,80 3,71) 
4,55) 2,17 | 4,55; 2,17] 
178,20 84,95 180,45 85,94 
217,98 99,71 218,30 100,63 


Tabelle IV. 


Rest- Xx 


% 


t-N ney 
mg-°/9 i | mg-°/o 


8,36 7,25 | 8,06 
2,47 2,56 | 2,85 
3,62 3,18 3,58 
540 492 5,47 


to bo or 
>not 


E> oot 
z 


60 | 7,83 | 662 7,37 
25 | 71,39 | 64,35 | 71,50 
88,71 98,57 | 88,88 98,78 


Ascites- und Pleurafliissigkeiten (in je 5 ccm Fliissigkeit). 





Fraktion 


Purin-N 
Ammoniak . 
Kreatinin 
Kreatin 
Aminosauren . 
Harnstoff 


Summe: 


Ascites 2151 (Rest-N 27,5 mg-°/9) 
i} 


1. Bestimmung 


Pleurapunktat 4006 
(Rest-N 81 mg-°/,) 


2. Bestimmung 











} 1. Bestimmung 2. Bestimmung 
Rest-N Rest-N 
|| mg-°/9 ‘ mg-° |» in 
lo 


042 1,53) 0,36 1,31 
118 429 122 4,44 


2,50 | 9,09' 2,35 | 8,54 
2,97 | 10,71| 3,42 | 13,48 


6,54 | 23,79, 6,22 
144d | 52,51 | 14,33 52,11 


28,03 101,91 | 27,90 101,45 


ia Rest-N . Rest- N 


Sle} » mg-*/o |g 
0 ( 


344 4,25) 3,57 4,41 
4,54 | 5,61 4,60 5,68 
3,68 | 4,54) 3,52 4,38 
4.17 | 5,14) 4,05 5,00 
7,22 891 7,48 9,24 
58,44 | 72,15 59,16 | 73,04 


81,49 |100,06 | 82,38 |101,70 
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Tabelle V. 


Bestimmungen mit je 2ccm Serum. 





Blutserum 5026 (Rest-N 21 mg-°/,) || Blatserum 5460 (Rest-N 25 mg-°/, 





1. Bestimmung | 2. Bestimmung | 1. Bestimmung 2. Bestimmung 








Fraktion = 

| Rest-N , | Rest-N Rest-N Rest-N 
mg-°/o 0 mg-°/¢ O, mg-%lo| ‘ mg-%/o| 4 ; 
I iid es viariet-d 2,22 _ 10,57 2,16; 10,29) 2,21 | 884 2,57 | 10,28 
Ammoniak. ... . || 1,50 | 7,14 1,75) 8,33) 2,00; 800 225 9,00 
aS 1,83 | 8,71; 2,12 1010 242 | 968 212 848 
I wc. 0, 1,50 7,14' 145 690 3,50 14,00 3,25 13,00 

Aminosauren und 
Harnstoff ... . 18,42 | 59,14; 12,00, 59,15 12,80 51,20 | 12,62 50,48 


Summe: 19,47 | 92,70 19,48 92,87 22,93 91,72 22,81 | 91,24 


Die Werte der einzelnen Fraktionen wurden in vielen Fallen durch 
Bestimmung mit anderen verlaBlichen Methoden kontrolliert und 
zeigten gute Ubereinstimmung, was fiir die Brauchbarkeit des Sublimat- 
ganges und der Anwendung auf den Reststickstoff im Blute und serésen 
Flissigkeiten spricht. 
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Die Girleistungen der Hefen der ersten Untergruppe 
der Gattung Saccharomyces (Meyen) Rees. 


Von 
kK. Trautwein und J. Wassermann. 


(Aus dem Institut fiir Theoretische Garungsphysiologie der Hochschule 
fiir Landwirtschaft und Brauerei Weihenstephan im Verbande der 
Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Eingegangen am 19. September 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 

Es gibt kaum einen Mikroorganismus, tiber den im Laufe der 
letzten Jahrzehnte soviel gearbeitet worden ist, als die Hefe. Die 
Morphologen, Systematiker und die Physiologen aller Richtungen 
haben sich mit ihr beschaftigt. Wichtige Erkenntnisse wurden an ihr 
gewonnen. So baut sich das ganze Wissensgebiet der Enzyme zum 
allergr6Bten Teile auf den Feststellungen auf, die an dem verhaltnis- 
maBig leicht experimentell zuginglichen Enzymapparat der Hefe 
gemacht worden sind. 

Um so auffalliger ist es, da8 die Literatur so arm ist an Versuchen, 
die sich das Studium des quantitativen Verlaufs der alkoholischen 
Vergarung verschiedener Zucker durch verschiedene Hefen .zur Auf- 
gabe gemacht haben. Die sparlichen dariiber bereits vorliegenden 
quantitativen Beobachtungen betreffen, worauf R. Willstdtter und 
W. Steibelt (1) hinweisen, teils, wie die wichtigen Messungen von A. Slator 
nur die Anfangsgeschwindigkeit der Garung, teils begniigen sie sich 
mit der Feststellung, der im Ganzen entwickelten Kohlensaure oder 
mit der willkiirlich definierten Triebkraft und Garkraft. Viel 
zu wenig hat man sich damit beschaftigt, den zeitlichen Verlauf der 
Vergirung mit Sorgfalt zu beobachten. 

Die Kenntnis dieser Verliufe ist aber von groBer Wichtigkeit. 
Klar ist das, soweit es sich um die technische Ausbeutung des Gar- 
vermégens der Industriehefen handelt. Nur ein genauer Einblick in 
den quantitativen Ablauf der fiir die Praxis in Frage kommenden 
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Garung erméglicht die richtige Auswahl der Hefenrassen. Dab di: 
in der Garungstechnik zurzeit iiblichen Methoden diese Forderun, 
nicht erfiillen, haben R. Willstdtter und E. Bamann (2) gezeigt. Be 
ihren Untersuchungen ,,Uber die Giarungswirkung maltasearme: 
Hefen** muBten sie die Feststellung machen, da eine als Brauereihef: 
weit verbreitete Hefe und zwei bekannte Industriehefen keine Maltas: 
oder nur Spuren davon enthalten. Sie berichten: ,,Merkwiirdigerweise 
fehlt diesen Hefen der Praxis eben dasjenige Enzym, dessen Anwesenheit 
und Funktion nach der allgemein angenommenen Anschauung dix 
Vorbedingung fiir die Vergarung des Malzzuckers sein sollte. AuBerdem 
fallen so wichtige Hefen der Praxis durch ihre verhaltnismaBig geringe 
Garleistung auf. Die Garungsindustrie sollte aus diesen analytischen 
Versuchen die Anregung entnehmen, die enzymatische Garleistung 
und die Giarleistung ihrer Hefenrassen quantitativ zu beobachten 
und neben der mikroskopischen Kontrolle bei der Auswahl der Rein- 
zucht zu_beriicksichtigen.* 

Kine ausgedehnte Kenntnis des quantitativen Ablaufs der Girung 
ist aber auch von wissenschaftlicher Bedeutung. Bei dem reger 
Interesse, das die Hefe bei den Enzymforschern findet, mu es von 
Bedeutung sein, zu wissen, wie die quantitativen Garverhaltnisse fiir 
die einzelnen Zucker bei den einzelnen Hefen, und zwar nicht nur bei 
den Kulturhefen, sondern auch bei den sogenannten wilden Hefen 
sind. Die Kenntnis dieser Eigenschaften wird unter anderem wert voll 
sein fiir die Auswahl der Hefearten fiir spezielle enzymatische 
Forschungen. 

Dazu kommt der Wert solcher quantitativer Untersuchungen 
fiir die Hefensystematik. Bekanntlich bestehen unter den Hefen Unter- 
schiede im quantitativen Garvermégen verschiedenen Zuckern gegen- 
iiber, die als Merkmale fiir die einzelnen Hefegruppen und Hefearten 
in der Systematik angewendet werden. Es liegt daher nahe, zu unter- 
suchen, ob sich bei den einzelnen Hefearten auch im quantitativen 
Verlauf der einzelnen Zuckergérungen eindeutige Unterschiede auf- 
finden lassen, die geeignet sind, zu der oft noch schwierigen Ausein- 
anderhaltung der einzelnen Arten zu dienen. Es ist wiederum die 
Schule Willstdtters (3), die auf die Bedeutung der quantitativen Analyse 
der Garung fiir die Hefensystematik hingewiesen hat. ,,Werden die 
Bestimmungen der enzymatischen Leistungen im Pilz selbst ausgefiihrt, 
dann ist die Méglichkeit vorbereitet, die Arten und Rassen der Hefen 
vollkommener als bisher durch ihren Gehalt an zuckerspaltenden und 
vergarenden Enzymen zu kennzeichnen.  Fiir die einzelnen Kom- 
ponenten des eigentlichen Zymasesystems ist man freilich noch sehr 
weit von diesem Ziel entfernt. Die enzymatische Einrichtung der Hefe 
fiir Garung 1aBt sich vorlaufig nur als ganzes durch die Messungen des 
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Garverlaufs beobachten. Aber auch dieser kleine Teil der fiir die Zymase 
m lésenden analytischen Aufgabe wird zur Charakterisierung der Hefe 
viel beitragen.** 

In vorliegender Arbeit wurden solche quantitative Garversuche 
in einem gréBeren Umfang ausgefiihrt. 

Aus den vielen bekannten Hefearten wurden zu den Untersuchungen 
Vertreter der ersten Untergruppe der Gattung Saccharomyces (Meyen) 
Reess ausgewahlt. Dieselben sind nach A. Janke (4) folgendermaben 
charakterisiert: Die Vermehrung findet durch Spressung statt; mit- 
unter sind Ansitze zu Mycelien mit Querwinden vorhanden. Die 
Ascosporen besitzen eine einfache Haut und sprossen unmittelbar aus. 
Von den technisch wichtigen Zuckerarten werden von ihnen Trauben- 
zucker, Rohrzucker und Malzzucker, nicht hingegen Milchzucker 
vergoren. ¢ 

Zur Untersuchung kamen aus dieser ersten Untergruppe folgende 
Arten: 

Untergiarige Kulturhefe (Rasse Weihenstephan R). 

Saccharomyces cerevisiae Hansen. 

saké Yabe. 
tokyo Nakazawa. 
i yedo Nakazawa. 
re brasiliensis Lindner (Hefe Logos). 
ellipsoideus Hansen. 
Johannisberg IL Wortmann. 
turbidans Hansen. 
Willianus Saccardo. 
Vordermannii Went et Prinsen-Geerligs. 
° batatae Saito. 
a Pastorianus Hansen. . 
intermedius Hansen. 
os validus Hansen. : 

{In der Nomenklatur haben wir uns A. Janke (|. ¢.) angeschlossen.| 

Die Hefe S. cerevisiae Hansen wurde uns vom Gdrungsphysioclogischen 
Laboratorium Alfred Joergensen, Kopenhagen, tiberlassen. Wir sprechen 
auch an dieser Stelle hierfiir unseren verbindlichsten Dank aus. Die unter- 
girige Kulturhefe (Rasse Weihenstephan R) war eine Reinkultur, die 
aus der Betriebshefe der Staatsbrauerei Wethenstephan gewonnen war. 
Alle iibrigen Hefen entstammten unserer Institutssammlung und _ sind 
Nachkommen der Originalhefen ihrer Autcren. Sie waren in der Sammlung 
in 10% iger Rohrzuckerlésung aufbewahrt und wurden vor dem Gebrauch 
durch Ubertragung in Bierwiirze aufgefrischt. Erst nachdem sie ihre volle 
Lebenskraft wieder erreicht hatten, wurden sie in den fiir den Versuch 
nétigen Mengen im gleichen Nahrsubstrat bei 25° C hergefiihrt. Sie kamen 
zum Versuch nach Abklingen der Garung, was in der Regel nach 2% bis 
4 Tagen der Fall war. Auf diese Weise suchten wir Material von méglichst 
gleichem physiologischen Zustand zu erhalten. 
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Von diesen Hefen verfolgten wir also quantitativ den zeitliche: 
Verlauf der Garung, und zwar gegeniiber den Zuckern: Rohrzucker 
Traubenzucker und Malzzucker. Es sind dieses dieselben Zucker, div 
wie schon erwihnt, zur Charakterisierung der aufgefiihrten Hefe: 
innerhalb des Hefesystems dienen. Der Girverlauf wurde durch 
volumetrische Messung der entbundenen Kohlensiiure, die im all 
gemeinen in Abstanden von 30 Minuten vorgenommen wurde, beob 
achtet. Daneben wurde fiir die einzelnen Arten auch die Halbgérzeit 
bestimmt. Dieser MaBstab fiir die Zymasewirkung wurde von R. Will 
stdtter und W. Stetbelt (l.c.) eingefiihrt und bereits von einer Reihe 
anderer Forscher itibernommen. Man versteht unter Halbgirzeit die 
Zeit, die verstreicht, bis unter bestimmten Versuchsbedingungen die 
Halfte der theoretisch méglichen Menge Kohlensiure entbunden ist 
Die genannten Autoren nehmen die Bestimmung mit 0.2 g trockener 
Hefe in 20cem Nahrlésung vor, die 5°,, Glucose, Maltosehydrat bzw. 
4,.75°,, Rohrzucker enthalt. Die Halbgdrmenge der Kohlensdure betrdgt 
bei der verwendeten Zuckermenge 144 com bei 20°C und 720mm Druck. 
Die Nahrlésung hat folgende Zusammensetzung: 0.25 g KH, PO,, 0.2 g¢ 
Acetamid oder 0.25 g Pepton, 0,025 g MgSO,.7H,O, 0,01 g CaSO, 
.2H,O und 20 cem Aqua dest. Die dabei verwendete Apparatur 
besteht aus einem kleinen Gasometer. aus dem durch die ge- 
bildete Kohlensiure Quecksilber verdriingt wird, das in einem Meb- 
zylinder abflieBt und dort zur Messung kommt. Die 
Garlésung wird vor dem Versuch mit Kohlensaure ge- 
sittigt und wahrend des Versuchs gelinde geschiittelt. 
Ersteres ist nétig, damit auch die in der ersten Zeit. ge- 
bildeten Mengen Kohlensiure zur Messung kommen und 
nicht von der Fliissigkeit absorbiert werden. Wenn man 
letzteres unterliBt, wird die Gargeschwindigkeit wenig- 
stens bei rascher Girung durch den Diffusionsvorgang 
limitiert, indem die Verarmung an Kohlehydrat in der 
die Hefe umgebenden Schicht eine Verzégerung der 
Gairung bewirkt. 

Wir schlossen uns bei unseren Versuchen im Prinzip 
dieser Methodik an, doch sahen wir uns veranlaft, in 
der Apparatur und einigen anderen Punkten davon abzu- 
weichen. Unsere Arbeitsmethode sei daher im Folgenden 
beschrieben. 








B. Die verwendete Apparatur. 


Die Garfliissigkeit mit Hefe befindet sich in einem 
birnenférmigen GlasgefaB von etwa 200ccm Inhalt, das 
Abb. 1. mit einem Gummistopfen zu verschlieBen ist. In den 
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Boden des GefaBes ist eine Glasréhre eingeschmolzen, die im Innern 
fast bis zum Hals des Kdélbchens reicht, in ihrem oberen’ Ende 
verengt und kurz umgebogen ist. Der unten herausragende Glasstutzen 
tragt einen kraftigen Druckschlauch, mittels dessen die Birne auf 
einem Glasrohr sitzt, das in einen durchbohrten Gummistepfen  ein- 
geschoben ist und die Verbindung mit dem MeBgefaifs} herstellt. Dieses 


besteht aus einem MeBzylinder von 250 ccm MeBinhalt, geteilt in 1/,cem. 











Abb. 2. 

Uber dem Boden des Me8zylinders befindet sich ein Rohransatz, der 
mit einem Schlauch verbunden ist, der ein NiveaugefailS vom Durchmesset 
des Glaszylinders trigt. Die entbundene, zu messende Kohlensaéure nimmt 
ihren Weg durch die Glasréhre der Birne, gelangt in den Me®zylinder und 
verdringt dort die MebBfliissigkeit in das NiveaugefiB, das mit einem 
Schlitten einzustellen ist. Da dieses nur 20 ecm Inhalt hat, muBb es von 
Zeit zu Zeit mittels einer zweckmaBig im unteren Teile gebogenen Pipette 
entleert werden. 

Vier solche Vorrichtungen sind in einem geeigneten Gestell zusammen- 
gebaut (siehe Abb. 2). Ein oben angebrachter kleiner Elektromotor bewegt 
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einen Schleifbiigel, der Glasstabe trifft, die auf den GargefiBen mitte 
Gummistopfen sitzen. Auf diese Weise werden die Glasbirnen in rege 
maBigern Rhythmus geschiittelt. Durch Anderung vorgeschalteter Wid« 
stinde kann die Schiitte!geschwindigkeit im Bedarfsfalle verandert werde: 

Als Sperrfliissigkeit wurde urspriinglich Quecksilber verwendet 
Wegen des umsténdlichen Arbeitens mit diesem Material ersetzten wi 
dasselbe bald mit Wasser, das mit Petroleum iiberschichtet war. Diese- 
Verfahren wandte schon M. Hayduck (5) an. Wiallstdtter und Steibelt (1. ¢ 
hielten es nicht fiir genau genug, da beide Fliissigkeiten Kohlensaur 
absorbieren. Dieses ]4Bt sich aber verhindern, wenn das Wasser und ds 
iiber der Sperrfliissigkeit verbleibende leere Raum des MeBzylinders be 
der Versuchstemperatur mit Kohlenséure gesattigt wird. Da auf dies: 
Weise das bequemere Wasser. das Quecksilber véllig ersetzen kann, konnt: 
in einer Reihe entsprechender Versuche festgestellt werden, von denen 
in Tabelle I einer wiedergegeben ist. 


Tabelle I. 





: Entbundene Kohlensiure in ecem 
Nach Minuten a : 


iiber Wasser iiber Quecksilber liber Wasser 
15 12 ‘ 11 ‘ i4 

30 24 - 23 is 25 M 

K 2° 12 oe 15 ” 12 

45 36 12 56 13 37 13 

60 48 A 49 : 50 9 

ion 6g 14 > 13 “9 12 

75 62 62 62 - 

C me 11 = 10 - 12 

90 73 14 72 14 74 13 

105 87 13 86.5 15 87 12 

120 100 12 98 Tia 99 il 

135 112 11 109 12 110 13 

150 123 1b 121 12 123 id 

165 138 15 133 16 137 14 

180 153 8 149 9 151 g 

195 161 158 159 
Nach 1 Std. 48 49 50 
ee 100 98 99 
a ee 161 158 159 


C. Gang einer Untersuchung. 

Kurz vor Beginn der Garkraftbestimmungen wurde aus den Kultur- 
kolben das Bier vom Hefenbodensatz abgegossen, der Bodensatz 
zentrifugiert, mit einer 0,75° igen Lésung von primiérem Kalium- 
phosphat gewaschen und wieder zentrifugiert. Das Waschen und 
Zentrifugieren wurde viermal wiederholt, was geniigt, um die Hefen 
von den letzten Bier- bzw. Wiirzeresten zu befreien. Das muB ge- 
schehen, damit nicht etwa vorhandene Wiirzereste das spatere Garbild 
beeinflussen kénnen. Wie wir uns durch vergleichende Versuche iiber- 
zeugen konnten, tritt durch diese Behandlung der Hefe eine Schadigung 
des Zymaseapparats derselben nicht ein. Die so gewaschene Hefe wurde 
zum Schlu8 wiederum in der Phosphatlésung sorgfaltig aufgeschwemmt 
und von der Suspension je 10 cem in die Garkélbchen pipettiert. Weitere 
10cem kamen jeweils in ein Trockenschiffchen und dienten zur Be- 
stimmung der Trockensubstanz der fiir einen Versuch verwendeten 
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lefemenge. Die Mengenverhaltnisse wurden so gewahlit, daB 10 cem 
ler beschriebenen Hefeaufschwemmung 0.2 bis 0,3 g Hefetrocken- 
ubstanz enthielten. Die Hefesuspensionen wurden in den Girkélbchen 
nit Kohlensaure gesattigt und mit 10 ccm gleichfalls mit Kohlensiure 
vesattigter Zuckerlésung versetzt. Hierauf wurde noch rasch iiber 
lie Fliissigkeit Kohlensaure geschichtet und das GefaB verschlossen. 
Die zugegebene Zuckerlésung enthielt 10°, Zucker, der wieder in 
0.75 °iger Phosphatlésung gelést war. Die Gesamtzuckerkonzentration 
ler Garfliissigkeit betrug somit 5°,. Das py der Lésung schwankte 
wenig um 4,5. Um die Zucker nicht zu verandern, wurden die Lésungen 
nicht sterilisiert. 

Wir arbeiteten also nicht mit einer Nahrlésung wie R. Will/stdtter und 
W. Steibelt, sondern mit einer 0,75°>,igen Phosphatlésung, wie sie auch 
O. Meyerho/ (6) bei seinen Gar- und Atmungsversuchen mit Hefe ver- 
wendete. Auf diese Weise sollte die Vermehrung der Hefe wahrend der 
Versuchsdauer, die sich immerhin, wie wir sehen werden, auf einige Stunden 
erstreckt, modglichst hintan gehalten werden. Vollkommen ausschalten 
laBt sich die Vermehrung auch unter diesen Bedingungen nicht, weil ab- 
gestorbene und wahrend des Versuchs absterbende Hefen immer einige 
Nahrstotfe zur Vermehrung liefern. Die Phosphatlésung ist fiir die Fest- 
stellung des Garverlaufs ebenso giinstig wie die von Wéillstdtter und Steibelt 
verwendete Nahrlésung. Ein in Tabelle Il wiedergegebener Versuch gibt 
dariiber AufschluB. Wir sehen, daB die Kohlenséiurewerte in /der ersten 
Zeit des Garverlaufs gut tibereinstimmen, erst allmahlich werden sie in 
der Nahrlésung héher, wenn sich die neu hinzugewachsene Hefemenge 
geltend macht. H.v. Euler und K. Josephson (7) benutzen bei ihren Gar- 


versuchen eine 2°,ige Phosphatlésung. Wir haben zum Vergleich auch mit 


Tabelle IT. 





: ? Entbundene Kohlensiiure in ccm 
Nach Minuten 


A B ( D 
15 10,5 . 7,5 . 7.5 . 4 
0! bt ¢ 
30 oy 10,5 18 10,5 17 9,5 19 10 
F 3 14 36 15 13 3s 14 
45 35 33 30 an | & - 
14 > 14 on | 185 | 18,5 
60 49 + 47 ‘ 43.5 a 46.5 ~ 
be a 16,5 + 19 : 15,5 a 14.5 
75 65,5 2 66 7 59 : 61 ‘ 
on) 80 F 15 7 F 14,5 ~ 12 - 13 
¢ 80,5 17 80,5 195 71 17 74 18 
105 97,5 49 100 16° 88 on 92 17 
120 116,5 45 116 12 110 “35 (109 12 
135 1315 94 128 17 118.5 125 «121 15 
150 152.5 49 145 21 131 17, «136 16 
165 164,5 38 166 135 148 1b , 152 1h 
180 182.5 179.5 bd 163,5 = 167 : 
Nach 1 Std. 49 47 43.5 46,5 
- So « 1 cae 116 110,0 109.0 
ee Tae 182.5 179.5 163,5 167,0 


In den Versuchen A und B kam 1 ¢ Rohrzucker in 20 cem Nahrlésung 
zur Vergarung. In den Versuchen C und D war dieselbe Rohrzuckermenge 
in 20 cem 0,75°,iger Monokaliumphosphatlésung enthalten. 
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dieser PO,-Konzentration Versuche angestellt, ohne Unterschiede i, 
Girverlauf feststellen zu kénnen. Das py beider Lésungen ist dassel} 
in beiden Fallen geht es wahrend der Garung auf 3,5 bis 3,6 zuriitck. FE 
ist auffallend, daB das Pufferungsvermégen der héheren Konzentratio 
nicht gréBer ist. 

Da es bei haiufigem Wechsel des Versuchsmaterials sehr schwierig 
ist, Hefemengen von ganz bestimmtem Trockengewicht zu verwenden 
arbeiteten wir nicht mit konstanten Hefemengen von 0,2 g, wie di: 
oben erwahnten Autoren, sondern rechneten nachtriglich unser 
Ergebnisse, d. h. die Kohlenséiurevolumina auf einen fiir alle Versuch: 
festen Wert von 0,3 g Hefetrockensubstanz um. Das ist erlaubt, nach 
dem bekannt ist, daB die bei der Garung auftretende Kohlensiure 
menge der verwendeten Hefemenge proportional ist. Allerdings gilt 
diese GesetzmaBigkeit nur in bestimmten Grenzen. Wir waren dahe1 
veranlaBt, festzustellen, ob in den fiir uns in Frage kommenden Be 
reichen die Proportionalitat Giiltigkeit hat. In Tabelle II] ist einer 


Tabelle III. 





Entbundene Kohlensiiure in cem 


Z A I c D aus Mittel 
= Mittel 5 Mittel von 
= von von A und B 
Fi unter Verwendung von A und B-— unter Verwendung von | © und D | fiir 032¢ 
Zz 016g trockener Hefe 0,32 g trockener Hefe — 
15 1 4 2.5 7 s 75 5 
30 4,5 8 6,3 14 16 15 2.6 
45 9 12,5 10,8 23,5 26 24.8 21,6 
60 14 19 16,5 32,5 37 348 33 
75 20 23,5 21,8 44.5 48,5 46.5 43,6 
90 24,5 28,5 26,5 54 58 56 53 
105 30 33,5 31,8 64 69 66.5 63.6 
120 35 38,5 36,8 74,5 80 77,3 73.6 
135 41 44.5 42.8 86,5 92,5 89,5 85.6 
150 46 49,5 47,8 97,5 103,5 100.5 956 
165 51 54.5 52,8 107,5 115 111.3 105.6 
180 56,5 60 58,3 119 125,5 122.3 116.6 
195 62 65,5 63.8 130 139 1345 127.6 
210 67,5 71 69.3 140.5 148.5 1445 138.6 
225 74 77 75,5 151.5 160 155.8 151 
240 79 82 80,5 160.5 169.5 165 161 
255 85 88 86,5 171,5 181 176.3 173 
270 90 94 92 180,5 190 185,3 184 
285 96,5 99,5 95 190 199.5 194,8 196 
300 102.5 105 103.8 197.5 207 202.3 207.6 
315 108 110 109 204 212 208 218 
339 113 115,5 114,3 210 217 213.5 228.6 
345 119 121 120 215 222 2185 240 
360 125 126 125,5 219.5 226 222.8 251 
375 130 131.5 130,8 222.5 2295 226 261.6 


390 136,5 138 137,3 226,5 232 229,3 274.6 
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von mehreren solchen Versuchen wiedergegeben, und in Abb. 3 
graphisch dargestellt. Bei dem Versuch wurde eine 5°ige Rohr- 
zuckerlésung mit Hefe von 0,16 und 0,32g Trockensubstanz 
vergoren. 

Kurve I stellt die Kohlenséureproduktion bei Verwendung von 
0.16 g, Kurve II die bei 0,32 g wasserfreier Hefe dar. Zugrundegelegt 
sind den Karven die Mittelwerte 
zweier Versuche. Kurve III ist 
konstruiert aus den rechnerisch 


verdoppelten Werten der Kohlen- wad | 
siuremenge bei Anwendung von 

0,16 g trockener Hefe. Sie muB mit ff 
Kurve II zusammenfallen, falls die ea 
oben angenommene GesetzmaBig- —,,, i 

keit zu Recht besteht. Wir sehen, / 


daB dieses praktisch der Fall ist. j 
Eine Abweichung von der Gesetz- f 
maBigkeit erfolgt erst nach un- / 
gefahr 300 Minuten zu einer Zeit, 
wo bereits mehr als die Halfte des 
Zuckers vergoren ist. Sie ist fiir 
uns ohne Bedeutung, da ja der ~,,. Mf f 
Garverlauf nur bis zur Halbgarzeit 4 V4 
verfolgt werden soll. Zurtickzufiihren 
ist diese Unstimmigkeit auf die ji A 
schadliche Wirkung des Alkohols, ,,, ’ aoe 
von dem die schiadliche Dosis von i Sf 

der gréBeren Hefemenge naturgemaB / 


po 
schneller erreicht wird. | pig 
AZ 


com Mohlensaure 
a 
cw | We 
Q& 
x‘ 





Die Kurven geben gleichzeitig 60 0 0 20 30 30 ¥ 
ein Bild von der Zuverlissigkeit Minuten 
unserer Methode und unserer Appa- Abb. 3. 


ratur. Die Garverlaufe sind durch 

Gerade charakterisiert; die bekannte Tatsache, daB bei der Garung 
in gleichen Zeiten gleiche Mengen Kohlensaure gebildet werden, wird 
bestatigt. 


Die Garung wird am zweckmaBigsten bei derselben konstanten 
Temperatur vorgenommen. Willstdtter und Stetbelt schlagen 30° C 
vor. Wir konnten diese Bedingungen nicht erfiillen, da ein Thermostat 
bei der gewahlten Apparatur nicht geniigt, ein Raum von konstanter 
Temperatur uns aber nicht zur Verfiigung stand. Wir nahmen daher 
die Untersuchungen bei Zimmertemperatur vor und waren durch 
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Regelung der Zimmerheizung (die Versuche fanden in den Winter 
monaten statt) darauf bedacht, dieselbe méglichst konstant zu halten 
Wie aus den Temperaturangaben bei den spater wiederzugebende:, 
Ergebnissen unserer Versuche hervorgeht, gelang uns das auch, wenige 
Fille ausgenommen, in den Grenzen von | bis 2°. Die Temperaturen 
wurden innerhalb der Giarkélbchen, von denen eines ein abgekiirztes 
Thermometer trug, auf 0,1° genau beobachtet. Daneben muBte auch 
der Barometerstand beriicksichtigt werden. Die von Zeit zu Zeit ab- 
gelesenen Kohlenséurevolumina wurden alle auf 0° und 760 mm Baro- 
meterstand reduziert, um die einzelnen Ergebnisse untereinander 
vergleichen zu kénnen. 


Die Halbgdrzeit betrigt unter diesen Bedingungen 124 ccm, also 
nicht 144cecm wie bei der Versuchsanordnung von R. Willstétter und 
W. Steibelt. 


SchlieBlich ist noch die Frage zu beantworten, ob nicht etwa 
durch eine Selbstgirung der Hefe Kohlensiure, wenn auch nur in 
geringer Menge, entsteht, die dann die Genauigkeit des Ergebnisses 
zu beeinflussen vermag. Eine Reihe von Leerversuchen (Hefe und 
Wasser, Hefe und Phosphatlésung) zeigte, daB eine solche Selbst- 
girung wihrend der iiblichen Versuchsdauer nicht in feststellbarem 
MaB8e stattfindet. 


D. Die einzelnen Versuchsergebnisse. 


Mit allen Hefen wurden mindestens zwei Garversuche durch- 
gefiihrt, von denen einer in seinem vollen Verlauf bis wenig iiber die 
Halbgarzeit hinaus, d. h. bis etwas mehr als die Halfte der theoretisch 
méglichen Kohlensiuremenge gebildet war (124ccm), durch eine 
Tabelle wiedergegeben ist. In ihr sind in Abstanden von 30 zu 30 Minuten 
die entstandenen Kohlensiuremengen verzeichnet. Am Kopfe der 
Tabelle stehen die Trockengewichte der jeweils angewandten Hefe- 
mengen, die Barometerstaénde und die Temperaturgrenzen, innerhalb 
welcher die Versuche zur Ausfiihrung kamen. Am Fue der Tabellen 
sind die Halbgirzeiten fiir die angewandten drei Zucker angegeben. 
Die Zeiten kénnen bei der gepflogenen Ablesungsweise aus den Versuchs- 
ergebnissen nur annahernd entnommen werden. Ihre genaue Lage 
wurde durch Interpolation auf graphischem Wege ermittelt. Von 
der graphischen Methode wurde auch in einigen Fallen Gebrauch 
gemacht, wo die Halbgarzeiten im Versuch infolge zu langsamer Garung 
nicht erreicht wurden. Wir glaubten dieses Verfahren einer zu groben 
Ausdehnung der Versuchszeiten vorziehen zu miissen, um nicht Gefahr 
zu laufen, daB das Garungsbild durch auftretende griBere Hefe- 
vermehrung verschleiert wird. 
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Neben den drei Halbgirzeiten ist auch ihr Verhaltnis berechnet, 
und zwar das Verhaltnis: 


Halbgarzeit des Rohrzuckers : Halbgarzeit des Traubenzuckers 

: Halbgarzeit des Malzzuckers, 
unter der Voraussetzung, daB die Halbgirzeit des Rohrzuckers gleich 
100 ist. 

Aus raumlichen Griinden wurde jeweils von der Wiedergabe der 
zweiten und weiterer Versuchsreihen Abstand genommen. 


a) Untergdrige Bierhefe (Rasse Weihenstephan R). 


Innerhalb der von uns bearbeiteten Hefegruppe steht im Vordergrund 
des Interesses die Bierhefe als die weitverbreitetste und praktisch wichtigste 
Hefe. Es liegen zwar iiber sie von der Schule Wéillstditers eine Reihe von 
Untersuchungen vor, die sich im gewissen Sinne mit den unsrigen.decken. 
Aber einheitliche vergleichende Garversuche mit den drei fiir sie in syste- 
matischer Hinsicht charakteristischen Zuckerarten sind auch von der 
genannten Schule nicht ausgefithrt worden. Es erschien uns auch wichtig, 
die Géreigenschaften der iibrigen in den Versuch einbezogenen Hefen 
vergleichen zu kénnen mit denen einer Hefe, deren Zymaseapparat nach 
den Erfahrungen im praktischen Betriebe allen Anforderungen entepric ht, 
die man an sie als Betriebshefe stellen kann. 


Von der gewihlten Bierhefe (siehe Tabelle a) wird am schnellsten 
der Rohrzucker vergoren, fast ebenso schnell der Traubenzucker, 
wahrend der Malzzucker betrachtlich zuriickbleibt. 


Tabelle a. 


Versuchstemperatur: 20,1 bis 21,2°C. Barometerstand (0°): 722,5. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,2323 g. 








Nach Entbundene Kohlensdure in ecem 
Minuten |" Rohraucker Traubenzucker | Malzzucker 
30 12,9 15,5 9,0 14,9 10,3 10,3 
60 28,4 23,9 bo 20,6 
18,1 17,4 11,0 
90 46,5 41,3 31,6 
18,1 18,1 ( 12,3 
120 64,6 59,4 43,9 my 
19,4 pa 19,4 12,3 
150 84,0 78,8 F 56,2 : 
> 21,3 20,0 12,9 
180 105,3 900 98,8 187 69,1 12'9 
210 125,3 : 117.5 90:0 82,0 136 
240 137.5 ’ 95,6 155 
270 111,1 161 
300 127,2 ’ 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . .. . . . 208 Minuten 
je » Traubenzucker .... . 220 on 
- ~» MaGlewacker . .... .. 304 ” 


Verhaltnis der Halbgarzeiten .. .. . . 100: 106: 141 
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Samtliche Halbgarzeiten liegen scheinbar hoch, wenn man si 
mit denen vergleicht, die von R. Willstdtter und W. Steibelt (1. c.) bei 
Léwenbrauhefe gefunden worden sind. Sie verzeichnen fiir Rohrzucke: 
eine Halbgarzeit von 104, fiir Malzzucker eine solche von 95 Minuten, 
wenn man die angegebenen Zahlen (156 bzw. 142) gema8 der von uns 
gewahiten Versuchsbedingungen (0,3g Hefetrockensubstanz) um. 
rechnet. Diese Unterschiede riihren daher, daB die genannten Autoren 
die Garung bei 30° vor sich gehen lassen, wahrend sie von uns bei 
rund 20° durchgefiihrt wurde. Aus den Halbgarzeitenunterschieden 
errechnet sich fiir die Rohrzuckergarung ein Temperaturkoeffizient 
(Kyo: Kyo) von 2, fiir die Maltosevergarung ein solcher von 3. De 
Temperaturkoeffizient fiir die Maltosegirung ist also betrachtlich 
groBer als der fiir die Rohrzuckergirung, eine Feststellung, die bereits 
schon von A. Slator (8) gemacht worden ist. 


b) Saccharomyces cerevisiae Hansen. 


Der Pilz ist eine obergérige Hefe. Er vergart Traubenzucker kraftig, 
ebenso Malzzuckerlésungen, namentlich, wenn dem Géarsubstrat etwas 
Nahrfliissigkeit, z.B. Hefewasserextrakt zugefiigt wird. In Bierwiirze 
gibt die Hefe bei Zimmertemperatur im Laufe von 14 Tagen leicht 4 bis 
6 Vol.-% Alkohol. Mehr ist iiber ihre Gareigenschaften nicht bekannt. 
Es fehlt jede, auch nur annéhernd quantitative Angabe iiber ihr Verhalten 
gegeniiber dem Rohrzucker. 


Tabelle b. 


Versuchstemperatur: 20,7 bis 22,1°C. Barometerstand (0°): 722,5. Ver- 


wendete Hefemenge: 0,2901 g. 





Nach Entbundene Kohlensiure in ecm 








nen -  Rohrzucker — Traubenzucker | 3 Malzzucker 
30 16 r 15,5 6,7 Me 
60 31,5 me 32.0 -~ 13,4 - 
18,1 . 18,1 b 8,3 
90 49,6 50,1 ‘ 21,7 ‘ 
ae 17,1 16,0 x 8,8 
120 66,7 181 66,1 76 30.5 103 
150 84,8 191 83,7 181 40,8 124 
180 103,9 176 101,8 171 53,2 12°4 
210 121,5 186 118,9 176 65,6 13'4 
240 140,1 ’ 136,5 ' 79,0 . 
‘ o'r 14,5 
270 93,5 145 
300 108,0 " 10 
330 122.0 14.0 
360 136,0 ’ 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . . .. . . 214 Minuten 
» » Traubenzucker .... . 219 
ra » MMalasucker...... . 334 +s 


Verhaltnis der Halbgarzeiten . . . . . . 100: 103: 156 
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Wir sehen, daB diese obergirige Kulturhefe in ihren Gareigen- 
schaften der unter a) behandelten untergirigen Hefe sehr nahe steht. 
Nicht nur die Verhaltniszahlen der Halbgirzeiten, sondern auch die 
absoluten Werte derselben sind sehr ahnlich. Zu vermerken ware 
vielleicht nur, daB der Malzzucker in der Garung noch mehr zuriick- 
bleibt als bei a). 


c) Saccharomyces saké Yabe. 


Nach Y. Kozai (9) vergirt die Hefe Saccharose, Maltose, Mannose, 
Fructose, Glucose und Methylglykosid sehr leicht, Galaktose und Trehalose 
schwieriger, Lactose und Rhamnose dagegen nicht. Da Melitriose von ihr 
in Melibiose und Fructose, Melibiose aber nicht weiter aufgespalten wird, 
wird der Pilz zu den obergarigen Hefen gerechnet. Der Organismus scheint 
also sehr géraktiv zu sein. 


Die Halbgarzeiten fiir die verschiedenen Zucker (siehe Tabelle c) 
schlieBen sich in ihrer GréBe ziemlich denen der vorhergehenden 
Kulturhefen an, mit dem Unterschied, dafS Rohr- und Trauben- 
zucker gleich schnell] vergoren werden. Der Malzzucker bleibt wieder 
betrachtlich hinter den anderen Zuckern zuriick. 


Tabelle c. 


Versuchstemperatur: 18,8 bis 19,6°C. Barometerstand (0°): 726,4. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,2092 g. 





Entbundene Kohlens&ure in cem 


Nach 
Minuten “* cogs ae! @ 7 er >" te . » ae 
Rohrzucker Traubenzucker Malzzucker 
30 11,0 wa 11,9 “. 7,7 1 
‘y » +) 
60 28,4 ss 30,0 18,9 
15,6 16,2 ! 10,6 
90 44.0 186 46,2 194 | 29,5 112 
120 62,6 wes 65,6 ia | 40,7 non 
150 80,5 ak 83,0 aio | 499 be 
180 96,8 ‘ 99,9 an 
: 18,6 = 17,9 2 11,6 
210 115,4 179 117,8 179 | 72,8 129 
7, : 2, 
240 133.3 135,7 85,7 Hf 
- 13,7 
270 99.4 146 
300 114,0 : 
: ; 10,6 
320 | 124.6 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . . . . . . 224 Minuten 
‘ » Traubenzucker .... . 220 _ 
a » Malzzucker ee ee ad 
Verhaltnis der Halbgarzeiten . . . . . . 100: 98: 142 
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Tabelle d. 


Versuchstemperatur: 18,6 bis 19,4°C. Barometerstand (0°): 732,2. Ve 
wendete Hefemenge: 0,3811 g. 








Nach Entbundene Kohlensture in ccm 
ee Rohrzucker Traubenzucker Malzzucker 

30 59 | ae Ga 2.6 

60 151 | ims 6.6 2 

90 23,0 105 20,8 9'8 9,3 39 
120 33,5 91 | 30,6 91 12,5 25 
150 42.6 88 39,7 83 15,0 2'9 
180 51,4 12'4 48,0 112 17,9 37 
210 63,8 116 | 592 116 21,6 2's 
20 | 75,4 10. 4 70,8 101 24,4 311 
270 | 858 ’ 80,9 ’ 27,5 Ng 

10,9 | 10,4 3,6 
300 96,7 114 | 92,1 96 81,1 42 
330 108,1 103 | 102,5 99 35,3 34 
360 118,4 89 112.1 ‘ 38,7 33 
390 127,3 . | 1220 42.0 46 
420 46,6 49 
450 51,5 46 
480 56,1 ee 
510 61,8 45 
540 66,3 aio 
720 97,3 : 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . . . . . . 379 Minuten 
Pe » Traubenzucker .... . 396 ve. 
me jp SN are BIB ee 
Verhaltnis der Halbgirzeiten .... . . 100: 104: 231 


d) Saccharomyces tokyo Nakazawa. 

Von dieser Hefe berichtet R. Nakazawa (10), daB von ihr am starksten 
Saccharose und Raffinose vergoren werden, weniger stark Dextrose und 
am schwachsten Maltose und Galaktose. Melibiose und Lactose werden 
nicht angegriffen. Genauere Angaben iiber die GréBe der Vergérung werden 
nicht gemacht, die GargréBe wurde lediglich an den Ergebnissen von 
Lindnerschen Kleingarversuchen geschatzt. 

Unsere Messungen (siehe Tabelle d) stimmen mit den Schatzungen 
Nakazawas iiberein. Die Halbgarzeit ist fiir Rohrzucker am kiirzesten, es 
folgt der Traubenzucker und dann in groBem Abstand der Malzzucker. 
Bei letzterem war nach 6 Stunden die geforderte Menge Kohlensaure 
noch nicht anna&hernd gebildet, so daB aus den fiiiher angegebenen 
Griinden die Halbgiarzeit nicht abgewartet werden konnte, sondern 
aus den innerhalb 6 Stunden gefundenen Zahlen graphisch ermittelt 
wurde. Die Hefe girt durchschnittlich viel schwacher als die bis jetzt 
beobachteten. Ganz besonders auffallend ist ihr schwaches Garvermégen 
dem Malzzucker gegeniiber. 


e) Saccharomyces yedo Nakazawa. 


Die Hefe wurde von R. Nakazawa (l.c.) gleichzeitig mit der vor- 
stehenden aus einer unreinen Sakéhefe isoliert und zeigte nach den Angaben 
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des Autors in ihren Géreigenschaften Ahnlichkeit mit dieser. Auch sie 
vergért am starksten Saccharose und Raffinose, es folgt dann Dextrose. 
Malzzucker und Galaktose werden von ihr im gleichen Mabe wie Dextrose 
vergoren, was bei 8. tokyo nicht der Fall ist. 


Tabelle e. 
Versuchstemperatur: 19,2 bis 19,6°C. Barometerstand (0°): 727,8. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,3324 g. 








Nach Entbundene Kohlens&ure in ecm 
a ~~ Rohrzucker “Traubenzucker |  Malzzucker 
30 6,3 4,2 0,6 PY 
60 13,9 oe 10.7 a 28 “ 
90 22,7 ’ | 18,3 ’ 4,5 ’ 
8,8 7,2 i 0,9 
120 81,5 91 25,5 63 5,4 0'8 
150 40,6 97 81,8 86 6,2 10 
180 50,3 112 40.4 11.9 72 17 
9 ; 9 = 
210 61,5 106 52,3 79 8,9 5 
240 72,1 , 60,2 : 10,4 ’ 
97 11,1 11,0 1,5 
270 83,2 13°0 71,2 1b4 11,9 9'8 
300 96,2 121 86,6 1 17 14,7 19 
330 =6|| Ss: 1108,3 111 98,3 118 16,6 2'0 
360 119,4 11'8 110,1 11.0 18,6 20 
390 131,2 ’ 121,1 113 20,6 21 
420 132.4 ’ 22,7 “~ 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . . . . . . 372 Minuten 
Pm » Traubenzucker ..... 398 pe 
P= is SEE ss we sas 1007 - 
Verhaltnis der Halbgarzeiten . . . . . . 100: 107: 502 


Die Halbgarzeiten fiir Rohr- und Traubenzucker sind praktisch 
dieselben wie bei 8. tokyo. Der Malzzucker bleibt hier wie dort ganz 
auffallend stark in der Vergarung zuriick (die Halbgarzeit fiir Malz- 
zucker wurde auch hier errechnet), was in Widerspruch steht mit den 
Angaben Nakazawas, der den Malzzucker ebenso schnell als den Trauben- 
zucker vergiren l4Bt. Wir haben die Versuche mit Malzzucker aus 
diesem Grunde dreimal durchgefiihrt und sind in allen Fallen auf die 
sehr langen Halbgarzeiten gekommen. Unsere Beobachtungen und 
die verhaltnismaBig unbedeutenden morphologischen und anderen 
Unterschiede, die der Autor zwischen den beiden Hefen feststellt, 
lassen den Zweifel aufkommen, ob hier wirklich zwei verschiedene 
Arten vorliegen. Es wiirde sich empfehlen, die beiden Organismen 
mit den heutigen Methoden noch einmal durchzuarbeiten. 


f) Saccharomyces brasiliensis Lindner (Hefe Logos). 


Die Hefe, die zum ersten Male von van Laer und Denamur aus der 
Betriebshefe der Brauerei Logos & Cie. zu Rio de Janeiro isoliert wurde, 


20* 
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vergart die Bierwiirze verhaltnismaBig langsam, erzeugt aber allmahlich 
sehr hohe Alkoholprozente (scheinbarer Vergéirungsgrad von 94). Diese 
letzte Eigenschaft verdankt sie hauptséchlich der Fahigkeit, nicht nur 
die Zucker Saccharose, Dextrose, Laivulose, Maltose, Mannose, Raffinose 
und Melibiose, sondern auch Galaktose sowie die Polysaccharide Inulin 
und Dextrin vergiren zu kénnen. 


Tabelle f. 
Versuchstemperatur: 18,6 bis 19,2°C. Barometerstand (0°): 721,5. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,4474 g. 





Entbundene Kohlens&iure in ccm 





Nach | 
ok ee SO eee 5 ‘ea 
Rohrzucker Traubenzucker Malzzucker 
a | 
30 10,0 114 8,5 10,5 8,6 | 10.8 
60 21,4 19,0 - 19,4 | 
11,7 10,5 10,2 
90 33,1 prigee 29,5 296 | , 
12,5 11,3 9,3 
120 45,6 , 40,8 38,9 
13,3 13,0 be 11,2 
150 58,9 53,8 50,1 
13,5 < 12,5 ‘ 10,9 
180 72,4 ee 66,3 61,0 
15,2 13,1 pe 11,4 
210 | 87,6 79.4 72,4 . 
14,7 13.5 12,3 
240 ~«#©||«1023 92,9 . 84,7 
. 13,8 ~- 12,9 10,4 
270 | 116,1 136 105,8 14.6 95,1 13.7 
300 | 129,7 ’ 120,4 ’ 108.8 ’ 
Halbgirzeit fiir Rohrzucker. . ... . . 287 Minuten 
. » Traubenzucker ... . . 307 ‘eo 
= pe ee i 
Verhaltnis der Halbgarzeiten . . . . . . 100: 107: 116 


Die Untersuchungen bestatigen die Beobachtung, die an Wiirze 
gemacht ‘worden ist. Die Halbgarzeiten sind fiir eine Betriebshefe 
ziemlich hoch. Im iibrigen schlieBt sich die Hefe den vorhergehenden 
im allgemeinen Garbild an. Nur ist hervorzuheben, daB die Halbgiarzeit 
fiir Malzzucker betrachtlich kiirzer ist. Die Verhaltniszahl fiir diesen 
Zucker ist 116, wahrend sie bei den iibrigen Hefen zwischen 141 und 397 
liegen. Die Hefe ist also im Vergleich zu den iibrigen Zuckern durch 
ein besonders starkes Garvermégen dem Malzzucker gegeniiber charak- 
terisiert. 


9g) Saccharomyces ellipsoideus Hansen. 


F.G. Kohl (11) berichtet iiber das Garvermégen dieser Weinhefe: 
,»8. ellipsoideus I Hansen invertiert Rohrzucker und vergart den gebildeten 
Invertzucker sowie Dextrose und Maltose ebenso kraftig wie S. cere- 
visiae I.“ Weitere Angaben, die auch nur einen schétzungsweisen Einblick 
iiber die quantitativen Verhaltnisse der Garung geben, sind uns nicht 
bekannt geworden. 
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Tabelle g. Versuchstemperatur: 17,6 bis 18,1°C. Barometerstand (0°): 
716.5. Verwendete Hefemenge: 0,1792 g. 








qe gems "latina Saieetate te em = 
Minuten Rohrzucker Traubenzucker Malzzucker 
= ip 13,9 - 10,7 4 11,6 
60 23,9 18,9 * 20,3 
en's 12,4 12.6 13,1 
90 36,3 81,5 | pl 33,4 
15,1 ‘ 10,7 13,1 
120 51,4 42,2 46,5 . 
“ 13,6 12,2 12,9 
150 65,0 54,4 59,4 
~ 12,1 10,5 11,9 
180 vg Rl 64,9 ‘ 71,3 
12,9 12,1 s 12,2 
210 90,0 141 77.0 119 83,5 141 
240 104,1 16.2 88,9 16.2 97,6 156 
270 120,3 146 105,1 13.1 113,2 13.1 
300 134,9 : 118.2 159 126,3 , 
330 | 1384.1 | =e 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . .. . . . 278 Minuten 
= » Traubenzucker ..... $ll ag * 
Pa oS oS eles BS ad 
Verhaltnis der Halbgarzeiten .. .. . . 100: 112: 106 


Wie fast in allen uns bis jetzt bekannt gewordenen Fallen bleibt 
die Halbgarzeit fiir Traubenzucker hinter der von Rohrzucker zuriick. 
Auffallend sind die Werte fiir Malzzucker. Die Hefe ist wiederum im 
Vergleich zu anderen Arten durch ein besonders starkes Girvermégen 
dem Malzzucker gegeniiber ausgestattet. Wir beobachten sogar die 
merkwiirdige Tatsache, daB die Halbgirzeit fiir Malzzucker kiirzer ist 
als fir das Hydrolysat desselben, den Traubenzucker. Wir werden auf 
diese Erscheinung spiter zu sprechen kommen. 


h) Saccharomyces Johannisberg II Wortmann. 
Diese Weinhefe steht der vorhergehenden morphologisch sehr nahe; 
iiber ihr Garvermégen sind wir ganz unvollkommen unterrichtet. 


Tabelle h. Versuchstemperatur: 18,8. bis 19,4°C. Barometerstand (0°): 
726,8. Verwendete Hefemenge: 0,3632 g. 








Nach ba Entbundene Kohlens&ure in cem : 
Minuten ate Rohrzucker Traubenzucker | Malzzucker 
30 2,6 eer eae fe 
60 7.1 ~~ | 5,0 16.6 9,6 
90 13,2 | oe i - 
120 21,1 97 21,4 101 | 38,0 1 Ll 
150 30,8 ? 31,5 ’ | 49,1 ’ 
10,8 10,8 | - 11,5 
180 41,6 , 42.3 ’ 60,6 
12,2 11,2 12,3 
240 68,0 | 1 3'3 68,5 12'6 87,8 1 33 
270 81,3 | , 81,1 rt 101,1 ne 
’ 14,1 ay 14,1 ’ 14,5 
300 95,4 | 430 95,2 11.2 115.6 1 07 
380 1084 | , 106,4 ’ 126.3 “ 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. .... . . 366 Minuten 
= » ‘Lreubemsucker .... . 377 ‘a 
i YS Ul e 


Verhaltnis der Halbgirzeiten ..... . 100: 103: 89 
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Tabelle i. 


Versuchstemperatur: 18,2 bis 20°C. Barometerstand (0°): 725,8. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,4293 g. 





Entbundene Kohlensdure in ecm 





Nach 
Minuten | — — - 
Robrzucker Traubenzucker Malzzucker 

30 8,6 7,3 5,7 

60 19,2 a _ 178 iy 13,2 “A 

90 81,0 a) ; 21,1 i 

125 | 11,9 8,0 
120 43,5 13.0 40,4 121 29,1 78 
150 56,5 -e | 52,5 no 36,9 7. 
ore _ 15,0 ~ 141 pone 85 
210 84,2 ye 78,3 110 52,7 aa 
240 96,1 188 89,3 1 ap 59,3 as 
270 109,4 102,3 : 67,5 ae 
300 75,0 ml 
330 82.8 ty 
360 89,6 oa 
390 | 95,7 
420 102,9 6s 
450 109,7 51 
480 114,8 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. .... . . 303 Minuten 
pe » <raubenmsucker .... . 320 ra 
pa » Malesucker....... 584 o 
Verhaltnis der Halbgarzeiten . ... . . 100: 106: 176 


Die Hefe (siehe Tabelle h) nimmt unter den bis jetzt untersuchten 
eine besondere Stellung ein. Wir sehen vor allem eine besondere Bevor- 
zugung des Malzzuckers. Er wird schneller vergoren als Rohrzucker, 
was wir noch bei keiner Hefe beobachten konnten. Er wird auch schneller 
vergoren als Traubenzucker, eine noch zu besprechende Erscheinung. 
die von ganz besonderem Interesse ist. S.Johannisberg II Wortmann. 
der durch die iiblichen Methoden nur schwer von §. ellipsoideus aus- 
einander zu halten ist, 148t sich von diesen durch ein besonders geartetes 
Garvermégen unterscheiden. 


i) Saccharomyces turbidans Hansen. 


Nach A. Osterwalder (12) vergart die Hefe Lavulose, Dextrose, Galaktose. 
Saccharose, Maltose und Raffinose. In ihrer Garkraft steht sie nach Kohl 
(I. ec.) den vorhergehenden Arten nicht nach. 
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Die Hefe (siehe Tabelle i) gehért zu dem Typus, dessen Garkraft 
im allgemeinen mittelstark ist. Besonders charakterisiert ist sie durch 
ein schwaches Garungsvermégen dem Malzzucker gegeniiber. 


k) Saccharomyces Willianus Saccardo. 


Die Hefe steht nach A. Guilliermond (13) der vorausgehenden nahe. 
Uber ihre Garkraft finden sich in der Literatur nur unbestimmte Angaben. 


Tabelle k. 


Versuchstemperatur: 18,6 bis 19,6°C. Barometerstand (0°): 722,1. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,2204 g. 





Entbundene Kohlensiure in ccm 


Nach 
Minuten ee eee ee ee ee a pie 
Rohrzucker Traubenzucker Malzzucker 
30 6,5 118 7,1 9.0 8.4 15.4 
’ ’ 9; 
60 18,3 16,1 23,8 
9.5 s 10,6 : 14,8 
90 27,8 26,7 ed 38.6 2 
13,2 13,7 ki 14,3 
120 41,0 40,4 52,9 aa 
12,8 a 12.3 a 13,5 
150 53,8 52,7 66,4 
12,8 is 12,8 ms 12,8 
180 66,6 131 65,5 142 79,2 142 
210 79,7 ‘ 79,7 : 93,4 ‘ 
12,9 13,1 13,5 
240 92.6 92.8 106,9 
a 17,2 17,2 % 17,8 
275 109,8 110,0 124,7 
x 10,9 . 11,0 
300 120,7 121,0 ~ 
15,8 a 15,7 
330 136,5 136,7 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . . .. . . 306 Minuten 
o> » Traubenzucker .... . 306 J 
“a .» Malzzucker ee la Sa “ 
Verhaltnis der Halbgairzeiten .... . . 100: 100:90 


Die Hefe gehért zu den wenigen von uns beobachteten, die Rohr- 
und Traubenzucker gleich schnell vergaren. Besonders charakterisiert 
ist sie durch die niedrige Halbgirzeit gegeniiber dem Malzzucker, der 
wie bei Johannisberg II wiederum sogar schneller als Traubenzucker 
vergoren wird. Uberhaupt ist das ganze Garungsbild fast identisch 
mit dem dieser Hefe. 


l) Saccharomyces Vordermannit Went et Prinsen-Geerligs. 


Die Hefe findet sich im Ragi und wird auf Java zur Arrakfabrikation 
verwendet. Nach F. Went und Prinsen-Geerligs (14) werden von ihr folgende 
Zucker vergoren: Maltose, Raffinose, Lavulose, Dextrose und Saccharose. 
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Tabelle 1. 


Versuchstemperatur: 17,8 bis 18,9°C. Barometerstand (0°): 721,2. Ver. 
wendete Hefemenge: 0,2651 g. 





Entbundene Kohlensdure in cem 





Nach 
Minuten | oe 7 
i] Rohrzucker | Traubenzucker Malzzucker 
il | : 
50 6,1 8,0 5,8 8,6 5,3 7,1 
90 22,1 76 22,9 96 | 199 80 
120 | 29,7 ; 82,5 : | 27,9 ai 
8,9 9.4 ’ 7.5 
150 38,6 8.9 41,9 95 35,4 7.0 
180 47,5 at 51,4 a3 | 68 
210 57,2 : 62,5 é 49,2 “ys 
11,4 12,0 8,5 
240 68,6 97 74,5 10.8 57,7 74 
270 78,3 126 85,3 1 30 65,1 92 
ule a. an me es | 45 ~e 12,0 
830 | 105,4 13.9 112,8 13.5 86,3 10.9 
360 119,38 ’ 126,3 : 97,2 ° 
15,8 12,0 
390 135,1 109,2 10.2 
420 119,4 136 
j Oo 
450 133,0 
Halbgarzeit fir Rohrzucker. ...... 369 Minuten 
ts » -r@ubenzucker ..... 355 oe 
me of: nn. 6 4. «'#ie * 430 os 
Verhaltnis der Halbgarzeiten .... . - 100: 96:.117 


In den Gareigenschaften erinnert die Hefe an S. saké. Wie diese 
vergart sie Traubenzucker und Rohrzucker gleich schnell, eine Eigen- 
schaft, die bei wenigen Hefen festzustellen war. Diese Ubereinstimmung 
hangt vielleicht zusammen mit den natiirlichen Standorten der beiden 
Hefen. Sie kommen in Reis vor; die eine wird in Japan zur Bereitung 
von Reisbier verwendet, die andere findet sich, wie erwahnt, im Ragi, 
einem Gargut, das aus Reis, Zuckerrohrteilen und anderen Pflanzen- 
stoffen besteht. In der Malzzuckervergiérung schlieBt sich die Hefe 
den meisten anderen an; die Halbgirzeit ist hierfiir langer als bei Rohr- 
und Traubenzucker. 


m) Saccharomyces batatae Saito. 


Die Hefe wird auf der Insel Hachijo (Japan) zur Bereitung einer 
besonderen Art von Branntwein aus Batatenknollen verwendet. K.Saito (15) 
gibt an, da8 von ihr Dextrose, Lavulose, Saccharose und Maltose sehr leicht, 
Galaktose und Raffinose dagegen schwieriger vergoren werden. 
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Tabelle m. 


Versuchstemperatur: 17,3 bis 18°C. Barometerstand (0°): 723. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,2690 g. 





Entbundene Kohlensiure in ccm 
Nach 





Minuten 
Rohrzucker Traubenzucker Malzzucker 
30 7,6 6,8 3,7 “a 
60 16.6 9,0 15.8 9,0 74 3,7 
9,7 10,1 pe 2.3 
90 26,3 97 25,9 101 9,7 25 
120 36,0 103 36,0 103 12,2 33 
150 46,3 112 46,3 93 15,5 35 
180 57,5 12'0 55,6 115 19,0 3°7 
210 69,5 ’ 67,1 '. 22,7 ry 
11,8 pe 10,5 yp 4.6 
240 81,3 77,6 > 27,3 i 
ps 13,8 13,3 - 5,5 
270 95,1 12.6 90,9 116 32,8 62 
300 107,7 12'6 102,5 117 39,0 r 4 
330 120,3 129 114,2 12'4 444 75 
360 133,2 , 126,6 , 51,9 62 
390 58,1 81 
420 66,2 85 
450 74,7 77 
480 82,4 59° 
652 134.4 = 
Halbgiarzeit fiir Rohrzucker. . . .. . . 339 Minuten 
* » Traubenzucker .... . 354 aS 
a |)  < . » « ¢/s » Se = 


Verhaltnis der Halbgarzeiten .... . . 100: 104: 182 


Unsere Beobachtungen stimmen mit denen Saitos, der seine Gir- 
versuche mit einer unzulanglichen Methode, mit Objekttraigerkulturen, 
gemacht hat, nicht tiberein. Von einer sehr leichten Vergirung von 
Trauben-, Rohr- und Malzzucker kann nach unseren Feststellungen 
nicht die Rede sein. Im Gegenteil, die Halbgirzeiten fiir Rohr- und 
Traubenzucker sind ziemlich hoch, der Malzzucker bleibt in seiner 
Vergirung auffallend gegeniiber den anderen Zuckern zuriick. Das 
Garbild des Pilzes schlieBt sich dem von S. tokyo und S. yedo ziemlich 
an, es erinnert auch an das von S. saké und S. Vordermannii. . Das sind 
Hefen, die alle auch orientalischen Ursprungs sind und deren Ver- 
wendung in der Garungsindustrie groBe Ahnlichkeit hat. 


n) Saccharomyces Pastorianus Hansen. 


Die in den Garkellern der Brauereien haufig vorkommende wilde 
Hefe besitzt nach F. G. Kohl (1. c.) eine bedeutende Garkraft und vergart 
nach A. Osterwalder (1.c.) Lavulose, Dextrose, Galaktose, Saccharose, Maltose 
und Raffinose (diese zu einem Drittel). 


& 








K. Trautwein u. J Wassermann: 


Tabelle n. 


Versuchstemperatur: 19,4 bis 21°C. Barometerstand (0°): 715,7. 
wendete Hefemenge: 0,2890 g. 





Nach Entbundene Kohlensiure in cem 
Minuten . , 


~ Rohrzucker ~ ‘Traubenzucker _ Malzzucker 
vi ngs 12,4 - 11,5 - 8.8 
60 21,8 ' 20,3 ' 15,4 
13,4 11,5 8,0 
90 35,2 31,8 23,4 
13,4 11,6 7,2 
48,6 ye 43,4 ad 30,6 os 
vo ’ * 
150 62,1 aa 55,5 aad 37.9 : 
76,8 pee 67,5 pi 45,0 ‘i 
90,4 re 80,3 we 52.9 ~ 
106,8 a 94,6 me 61,1 ye 
1282 ws 109,3 hd 69,7 sy 
140,1 : 124.9 , 77,2 ae 


85,4 
11,1 

96,5 
7,2 
103,7 91 

112,8 : 

9,3 

122,1 


Halbgarzeit fiir Rohrzucker. . .. . . . 271 Minuten 
” » Traubenzucker ... . . 298 - 
a A ra 
Verhaltnis der Halbgarzeiten .... . . 100: 110: 168 


Die Halbgarzeiten fiir Rohr- und Traubenzucker haben ungefihr 
denselben Wert wié bei S. ellipsoideus. Die Malzzuckervergirung ist 
ziemlich trage. 


0) Saccharomyces intermedius Hansen. 


In der Literatur wird die Hefe iibereinstimmend als schwach ober- 
garige Hefe bezeichnet, die Dextrose, Mannose, Liavulose, Galaktose, 
Saccharose und Maltose vergirt. 


Die Angaben der Literatur konnten bestatigt werden. Die Hefe 
(siehe Tabelle 0) ist von allen untersuchten Arten diejenige, deren 
Halbgarzeiten fiir Rohr- und Traubenzucker am langsten sind. Auch 
der Malzzucker wird von ihr sehr langsam vergoren, wenn sie auch 
in der Tragheit dieser Garung von einigen anderen Hefen noch iiber- 
troffen wird. 
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Tabelle o. 
ae Versuchstemperatur: 18,2 bis 19,4°C. Barometerstand (0°): 723,3. Ver- 
wendete Hefemenge: 0,2253 g. 
ooual Nach Entbundene Kohlensiure in cem 
Minates ~~ Rohrzucker | 2 Traubenzucker es Malzzucker 
30 4,5 — 4,5 » 49 és 
60 12.2 10.5 os 11.6 “el 
90 19,0 73 16,6 56 16,7 44 
120 26,3 8'8 22,2 67 21,1 53 
150 35,1 93 28,9 87 26,4 59 
180 44.4 92 37,6 84 82,3 75 
210 53,6 10.0 45,7 8'8 39,8 76 
240 63,6 10.0 54,5 88 47,4 LE 
270 73,6 99 63,3 8'7 55,1 75 
300 83,5 9'6 72,0 91 62,6 68 
330 93,1 119 81,1 112 69,4 8°83 
360 105,0 115 92,3 116 rg hy 93 
390 116,5 97 103,9 91 87,0 67 
420 126,2 113,0 92 93,7 3°7 
450 122,2 19°4 102,4 3'9 
480 134,6 = 111,3 91 
510 120,4 918 
585 142.2 Lt, 
Halbgarzeit fiir Rohrzucker . . 413 Minuten 
i » Traubenzucker . 454 ad 
os »» Malzzucker . . 532 ale 
Verhaltnis der Halbgarzeiten 100: 110: 126 
Tabelle p. 
Versuchstemperatur: 17,4 bis 20,2°C. Barometerstand (0): 724,]. Ver 
wendete Hefemenge: 0,2910 g. 
Nach Entbundene Kohlenssure in cem 
al pane Rohrzucker Traubenzucker || Malzzucker 
ahr 5 = : = 
ist } 30 5.6 5,6 . 7,3 
60 12,4 oa 11.9 va 18,2 m5 
90 20,4 113 19,5 10.4 80,7 14.4 
120 31,7 126 29,9 10.8 45,1 136 
150 44,3 114 40,7 10.5 58,7 my 
180 55,7 108 51.2 HE 72,8 “4 
ber- 210 66,3 10.9 61.3 10.2 84.8 133 
ose, 240 17,2 11.2 71,5 14.2 98,1 13.9 
270 88,4 9 85,7 9 112,0 30) 
300 | 996 aes 99.9 4 125.0 13,( 
lefe 330 || = 109,7 12°9 110,0 110 
360 122.6 - 121,0 0 
ren 390 | 1844 11,8 1319 10,9 
uch 
aah Halbgarzeit fiir Rohrzucker . . 364 Minuten 
- » Traubenzucker . 368 a 
er- .» Malzzucker . . 298 = 


Verhaltnis der Halbgarzeiten 





. 100: 101: 82 





K. Trautwein u. J. Wassermann: 


p) Saccharomyces validus Hansen. 

Diese Oberhefe hat nach den Berichten verschiedener Autoren dieselben 
Gareigenschaften wie S. intermedius, nur ist die Garung kraftiger und 
Galaktose wird vollstaéndiger vergoren als bei dieser. 

Die Hefe (siehe Tabelle p) schlieBt sich in ihren Gareigenschaften 
auffallend eng an 8. Johannisberg IJ an, und zwar sowohl in den 
absoluten Werten der Halbgirzeiten als auch in den Verhaltniszahlen 
Wir beobachten hier wieder den interessanten Fall, daB von einer 
Hefe Malzzucker schneller als Traubenzucker vergoren wird. 


E. Gesamtergebnis. 

Der besseren Ubersicht halber sind in Tabelle IV saémtliche unter- 
suchte Hefen mit den ihnen eigenen Halbgirzeiten und Verhaltnis- 
zahlen zusammengestellt. Sie sind nach der GréBe der Halbgarzeiten 
fiir Rohrzucker geordnet. 

Tabelle IV. 





Halbgirzeit fiir 

—___.._._ Rohr- : Trauben- 
a) Rohr- | b) Trauben-| ¢) Malz- : Malzzucker 
zucker | zucker | zucker 





Saccharomyces 


1 Kulturhefe Weihenstephan 208 220 294 100 : 106 : 141 
2 cerevisiae 214 219 334 100 : 103 : 156 
3 saké 224 220 319 100: 98: 142 
4 Pastorianus 271 298 456 100: 110: 168 
5 ellipsoideus 278 311 295 100 : 112 : 106 
6 brasiliensis 287 307 333 100 : 107: 116 
7 turbidans 820 534 100 : : 176 
8 Willianus 306 274 100: : 90 
y batatae é 354 618 100: : 182 
10 validus 368 298 100: : 82 
11 Jobannisberg IT 377 324 100 : : 89 
12 Vordermannii 355 430 100: °117 
13 yedo 398 1867 100 : 107 : 502 
14 tokyo 396 875 100 : 104 : 231 
15 intermedius | 413 454 522 100 : 110 : 126 


1. Wir sehen, daB die Reihe fiir Rohrzucker praktisch zusammen- 
fallt mit der des Traubenzuckers. Niedere Halbgarzeiten fiir Rohrzucker 
bei einer Hefe entsprechen solchen fiir Traubenzucker, hohe Halbgar- 
zeiten fiir Rohrzucker solchen fiir Traubenzucker. Dieses Ergebnis 
war vorauszusehen, nachdem man allgemein annimmt, daB Rehr- und 
Traubenzucker von den Hefén gleich gut vergoren werden. Andererseits 
beobachten wir aber fast in keinem Falle, dab die Halbgiarzeiten fiir 
die beiden Zucker ganz identisch sind. Bei weitaus den meisten Arten 
ist die Gargeschwindigkeit fiir Rohrzucker etwas hoher als bei Trauben- 
zucker. Man vergleiche zu diesem Zwecke die der Tabelle bei 
geschriebenen Verhaltniszahlen. Das Verhaltnis der Halbgirzeiten 
von Rohr- zu Traubenzucker besitzt sichtlich einen konstanten Wert 
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der in unseren Versuchen zwischen 100: 103 und 100: 112 schwankt 
und im Mittel 100: 107 betragt. (Dabei sind Nr. 3, 8, 10, 12 als Aus- 
nahmefialle nicht beriicksichtigt worden.) 


2. Es herrscht im allgemeinen woh] die Tendenz vor, daB Hefen, 
die Rohr- und Traubenzucker rasch vergiren, auch verhiltnismabig 
schnell den Malzzucker verarbeiten und daB langen Rohr- und Trauben- 
zuckerhalbgarzeiten auch solche fiir Malzzucker gegeniiberstehen, aber 
ein bestimmtes Verhaltnis zwischen den fraglichen Halbgirzeiten liegt 
nicht vor. Daher ist auch die Reihenfolge der Hefen eine ganz andere 
wie oben, wenn man sie wie in nachfolgender Zusammenstellung nach 
Halbgarzeiten fiir Malzzucker ordnet. 


1, Be WHR ow ts 0 0 BOO 9. S. Vordermannii .. 430 
2. S. Weihenstephan .. . 294 10. 8. Pastorianus ... 456 
3. S.ellipsoideus. . . . . 295 11. S.intermedius .. .° 522 
4. S.validus. ...... 298 12. S.turbidans .... 6534 
bE ee i a a ee. SE eee ww Ce SES 
6. S. Johannisberg II. . . 324 14. S.tokyo ...... 875 
7. CONE. iat. TB OB. pede ss ew ss 1 
8. S. cerevisiae. . ... . 334 


Die Halbgarzeiten fiir Malzzucker sind fiir alle Hefen, einige Fille, 
auf die wir noch zuriickkommen werden, ausgenommen, meist; betracht- 
lich héher als die fiir die beiden anderen Zucker. Dieses Ergebnis ist 
besonders beachtenswert, wenn man die Vergaérung des Trauben- und 
Malzzuckers miteinander vergleicht. Aus dem Zuriickbleiben des 
Malzzuckers gegeniiber dem Traubenzucker geht hervor, da8 der 
Malzzucker in all den hier in Frage kommenden Fallen entweder direkt 
durch eine von Willstdtter und Steibelt (1. c.) postulierte Maltozymase 
vergoren, oder daB der Verlauf der Girung immer durch die voraus- 
gegangene Maltasewirkung limitiert wird, d.h. daB die Maltase nie 
so viel Malzzucker in Traubenzucker hydrolysiert, als die Glucose- 
zymase zu verarbeiten in der Lage ware. 


3. Unter den untersuchten Hefen nehmen S. Willianus, 8. validus 
und 8. Johannisberg II eine Sonderstellung ein. Bei den drei Arten 
sind die Halbgarzeiten fiir Malzzucker nicht unwesentlich niedriger 
als fiir Traubenzucker. Dieses ist nicht ohne weiteres verstandlich, 
da ja in beiden Fallen der Angriff der Zymase am Traubenzucker 
erfolgt, bei Malzzucker am Produkt einer vorausgegangenen Spaltung 
durch Maltase. Die Erscheinung 148t sich nur erklaren, wenn man 
mit der Willstdtterschen Schule annimmt, da8 Maltose auch ohne 
vorausgegangene Hydrolyse direkt vergoren werden kann. Bekanntlich 
hat diese Annahme Willstdtters verschiedentliche Widerspriiche aus- 
gelést. Es schien uns daher wichtig, unsere Feststellungen durch Wieder- 
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holung der Versuche noch weiter zu sichern. Solche Versuche fiihrten 
zu folgenden Verhaltniszahlen: 

bei S. Willianus . . . 100: 98:87, 100: 100: 80 

» S.validus . . . . 100: 116: 90, 100: 104: 84, 100: 104: 85 

» S.Johannisberg IT 100: 104: 80, 100: 108: 84, 100: 108: 86 

Wir sehen wiederum in allen Fallen ein unverkennbares Voraus. 
eilen der Malzzuckervergérung der des Traubenzuckers gegeniiber 
eine Erscheinung, durch die die Annahme Willstdtters eine weitere 
Stiitze gefunden haben diirfte. 

4. Die Ergebnisse unserer quantitativen Garversuche sind auch 
geeignet, als Hilfsmittel zur Unterscheidung einzelner Hefearten in 
bestimmtem Mafe herangezogen zu werden. Das gilt natiirlich nur 
fiir die bei unseren Versuchen verwendeten Stéimme!. Wir wissen ja, 
daB die Gareigenschaften der einzelnen Saccharomyceten nicht nur in 
quantitativer, sondern sogar in qualitativer Hinsicht variabel und 
insbesondere vom Vorleben derselben abhangig sind. 

Fiir systematische Zwecke sind imsbesondere die angefiihrten 
Verhialtniszahlen geeignet. Durch Wiederholung unserer Versuche 
konnten wir feststellen, daB sie innerhalb der Fehlergrenzen, die allen 
derartigen biologischen Ergebnissen eigen sind, fiir die einzelnen Hefen 
konstante Werte darstellen. Ein Beispiel dafiir finden wir oben an- 
gegeben. 


Die absoluten Werte fiir die Halbgirzeiten schwankten bei Wieder- 
holungen mehr. Das konnte aber zum gréBten Teil auf die ungleichen 
Versuchstemperaturen zurtickgefiihrt werden. 


Literatur. 
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1 Die Stémme werden in unserem Institut weitergeziichtet und stehen 
fiir Versuche zur Verfiigung. 
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Vegetativ-endokrines System als Regulator des 
intermediiren Stoffwechsels. 


I. Mitteilung: 


Die Rolle des Adrenalins bei der Regulation der Kohlehydrat- und Fett- 
bestandteile des Blutes. 


Von 


D. Alpern und L. Tutkewitsch. 


(Aus der Abteilung fiir Pathophysiologie des Staatlichen Psychoneuro- 
logischen Instituts und aus der Forschungsanstalt fiir Physiologie zu 
Charkow.) 


(Eingegangen am 6. August 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Indem wir das Studium des Problems fortsetzten, das von der 
Regulation der verschiedenen Arten des intermediaren Stoffwechsels 
bei Einwirkung diverser Hormone auf den Organismus, bei AusschlieBung 
der inneren Sekretion und auch bei Stérungen der Funktion des vege- 
tativen Nervensystems geboten wird, nahmen wir vor allem die Unter- 
suchung der Rolle des Adrenalins im erwahnten Sinne in Angriff. Der 
eine von uns hatte schon friiher darauf hingewiesen, daB durch Adrenalin, 
auBer der Mobilisierung der Kohlehydrate und der Hyperglykamie 
auch noch Erscheinungen der Abnahme der Fettsubstanzen im Blute 
als Resultat einer Kohlehydratentzichung im Organismus bewirkt 
werden, wobei unter Einflu8 dieses Hormons die oxydativen Prozesse 
und die Kohlehydrat- und Fettverbrennung in den Geweben gesteigert 
werden. In der Folge wurden diese Angaben mehrmals nachgepriift 
und durch die eingehenden Untersuchungen von Raab und auch von 
Léw und Pfeiler bestitigt. Die damals nachgewiesene Tatsache einer 
bestimmten Wechselbeziehung zwischen Kohlehydraten und Fetten, 
welche mit den Alteren Angaben iiber den Antagonismus von Fett 
und Glykogen in der Leber (Rosenfeld, Junkersdorf u.a.) itiberein- 
zustimmen scheint und das alte ungeliéste Problem des Uberganges von 
Fett in Kohlehydrate wieder aufwirft, mu8 nicht allein weiter beleuchtet 
und verfolgt werden, sondern es schafft die Notwendigkeit eines méglichst 
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ausfiihrlichen Studiums tiber die Rolle und die Bedeutung von Adrenalin 
als einer Substanz, die das ganze sympathische Nervensystem stimuliert 
und den Kohlehydratstoffwechsel in Verbindung mit dem Fett- und 
tiweiBmetabolismus regelt. Von vielen Forschern (Blum, Velich 
Eppinger, Falta, Rudinger, Roubitschek, Raab u. a.) wird dem Adrenalin 
die Fahigkeit zugeschrieben, die Bildung von Glucose aus EiweiB zu 
steigern; einige meinen, Glucose kénne auch aus Fett entstehen, 
wobei wir es in letzterem Falle mit einer primaren Verarmung der 
Leber an Glykogen und einer Uberschwemmung derselben mit an der 
Peripherie mobilisierten Fetten zu tun hatten, welche letztere das 
Material zur Kohlehydratbildung abgegeben hatten. 

Es gibt iiber die Frage nach dem Ubergang von Fett in Kohle- 
hydrate und nach der Regelung dieser Metamorphose durch Adrenalin 
schon recht viele Angaben, die dazu noch recht widerspruchsvoll sind. 


Die einen — mit Geelmuyden an der Spitze —- nehmen an, eine der- 
artige chemische Umwandlung miisse anerkannt werden, andere (Lusk, 
Junkersdor{, Geiger u. a.) stellen eine solche Méglichkeit ganz in Abrede. 
In jiingster Zeit haben Wertheimer und die Ashersche Schule, wie es scheint, 
Griinde zu der Annahme eines solchen Ubergangs geliefert; dies gilt be- 
sonders von Wertheimer, der eine Steigerung der Hyperglykamie unter 
Adrenalineinwirkung gerade bei dem Vorhandensein von Fettinfiltration 
der Leber bei Phlorrhizindiabetes bewiesen hat. Die einzige Tatsache, 
iiber die fast alle an dem genannten Problem Arbeitende einig sind, ist 
die zentrale Rolle der Leber in dem ganzen ProzeB der Wechselbeziehungen 
zwischen Kohlehydraten und Fett, die (welchen Charakter sie auch zeigen 
mége) in der Umwandlung von Fett in Kohlehydrate iiber das Stadium 
der Ketonkérper hinweg oder in ihrem blo8 réumlichen Antagonismus in 
der Leber ihren Ausdruck findet. Eine derartige dominierende Rolle 
der Leber ist auf Grund ihrer chemischen Analyse bei verschiedenen 
Stérungen des Kohlehydrat-Fett-Metabolismus erkennbar (Junkersdorf, 
Embden und Isaak u.a.), sie ist auch speziell bei der Einwirkung von 
Adrenalin nachweisbar (Léw und Pfeiler), denn diese Substanz wirkt, 
wie gesagt, auf beide Arten des Stoffwechsels ein; dabei ist sichergestellt 
worden, von welcher Bedeutung der Zustand der Glykogen- und Fett- 
reserven der Leber fiir die AuBerung der hyperglykamischen und das Herz- 
gefaBsystem beeinflussenden Wirkung des Adrenalins ist. 


Unsere Aufgabe bestand in der vorliegenden Arbeit darin, vor 
allem unsere friiheren Beobachtungen fortzusetzen und die Bedeutung 
der Rolle des Adrenalins (und auch des sympathischen Systems) in 
dem Stickstoff-, Kohlehydrat- und Fettmetabolismus des Blutes weiter 
zu ermitteln. Zweitens wollten wir aber den Einflu8 von Adrenalin 
auf diese Komponenten und ihre Abbauprodukte unter verschiedenen 
Verhaltnissen der Kohlehydratreserven des Organismus priifen, um 
einen méglichst tiefen Einblick in die Wechselbeziehungen zwischen 
Kohlehydraten und Fetten des Blutes zu gewinnen und die Rolle des 
Adrenalins zu erkennen, dessen Bedeutung in der Regulierung nicht 
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nur des Kohlehydrat-, sondern auch des Fettmetabolismus nach den 
oben angefiihrten experimentellen Beobachtungen unserer eigenen 
Arbeiten und spater auch derjenigen anderer Untersucher anerkannt 
werden muB. Es versteht sich, daB die Blutuntersuchung auf die er- 
wahnten Ingredientien unter den verschiedenen Bedingungen der 
Adrenalineinwirkung an und fiir sich noch nicht die von uns aufgestellten 
Fragen zu beantworten vermag; der Charakter ihrer Beziehungen unter- 
einander und die Anderung der Fette, Kohlehydrate und ihrer inter- 
mediairen Stoffwechselprodukte kann aber dennoch eine Vorstellung 
von ihren Wechselbeziehungen geben, falls solche wirklich vorhanden 
sind. 
Untersuchungsmethodik. 


Wir bedienten uns zu unseren Versuchen der 22 Hunde von 8 bis 
ll kg Kérpergewicht, denen intravenés Suprarenin Héchst zu 0,06 bis 
0,05 pro Kilogramm injiziert wurde. Das Blut zur Untersuchung wurde 
vor der Einspritzung und 5, 20 Minuten und eine Stunde nach derselben 
entnommen. Das Blut wurde auf Zucker (nach Hagedorn-Jensen), auf 
Milchséure (Dische und Laszlo'), auf Fette (Petroleumfraktion nach dem 
modifizierten Verfahren von Bang), auf freies Cholesterin, Ketonkérper 
(nach Engfeldt) und, in einigen Versuchen, auf Gesamt- und Reststickstoff 
nach Bang-Pregl untersucht. Wir priiften die Einwirkung von Adrenalin 
auf Hunde in normalem Zustande, bei der Kohlehydratentziehung durch 
Hunger + Phlorrhizin und auch durch Hunger + Thyroxin + Pepton. 
Normalerweise wurden die Versuche friihestens 20 Stunden nach der letzten 
Fiitterung untersucht. Die Tiere muBten véllig hungern, nur Wasser 
bekamen sie ad libitum. Vor der Anstellung der Versuche hungerten 
die Tiere verschieden lange, je nach ihrem Ernahrungszustande: am 
haufigsten jedoch nicht mehr als 10 bis 11 Tage (siehe Junkersdor{); zwecks 
einer stfirkeren Kohlehydratentziehung wurde in einigen unserer Versuche 
mehrere Tage zuvor eine vorléufige Adrenalininjektion gemacht. Als 
zweites Verfahren zur Kojzlehydratentziehung dienten Injektionen von 
Phlorrhizin Kahlbaum in einer 114% igen Lésung von Natrium bicarb. oder 
auch als wasserige Aufschwemmung, wobei die Injektionen intramuskular 
ausgefiihrt wurden*; oder es wurden vor dem Versuch bei vélligem Hungern 
der Tiere auBerdem per os zu % bis 1g pro 2 bis 3 Tage nacheinander 
einverleibt; als drittes Verfahren zur Kohlehydratentziehung diente eine 
subkutane Thyroxininjektion und Einfiihrung von Pepton per os nach 
der Methode von Asher. Thyroxin wurde vor dem Versuche bei voll- 
stindigem Hungern der Tiere 4—5—6 Tage nacheinander zu zwei bis 
acht Tabletten von Henning injiziert. Um den EinfluB des Fettes auf die 
durch Adrenalin bedingte hyperglykaémische Kurve sowohl in der Norm 
als auch bei den erwaéhnten pathologischen Zustaénden zu untersuchen, 
haben wir eine Reihe von Versuchen mit vorliufiger Belastung mit 25g 


1 Die Methodik des Laboratoriums von O. Fiirth ist genau und bequem 
genug fiir Reihenuntersuchungen. Ihre Ausfiihrung st6Bt auf keine be- 
sonderen Schwierigkeiten, weshalb wir sie fiir ganz befriedigend halten. 

2 Die dem Tiere eingefiihrten Mengen Phlorrhizin reichen vollstandig 
aus, um dem Blute alle Kohlehydrate zu entziehen. 
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Acid. oleinic. puriss. angestellt (wobei die Belastung 5 Stunden vor dem 
Versuch ausgefiihrt wurde). Wir machten deswegen von Acid. oleinic. 
Gebrauch, weil die von den meisten Untersuchern gebrauchte Einfiihruny 
von Ol. olivar. an und fiir sich die Adrenalinhyperglykamie auf Kosten 
des im Fett enthaltenen Glycerins steigert. In Verfolgung weiter unten 
geschilderter Ziele muSten wir per os anstatt Fett auch Lésungen von 
kolloidalen und kristalloiden Farbstoffen einfiihren und den Charakter 
der Adrenalinhyperglykaimie nach solchen Belastungen priifen. Wir ge- 
brauchten dabei Trypanblau und Kongorot und auch die kristalloiden 
Farbstoffe Rhodamin und Cyanol in Dosen, welche an den entsprechenden 
Kurven verzeichnet sind. 


Beschreibung der Versuche an normalen und hungernden Hunden. 


Der Anschaulichkeit halber fiihren wir einige Versuche an, wobei 
wir solche auslassen, die nichts Neues bringen oder mit den weiter unten 
angefiihrten identisch sind. Nach den Tabellen der Versuche 6 ruft 
eine Adrenalininjektion (0,06 pro Kilogramm Kérpergewicht) Ande- 
rungen der Kohlehydrate und der Fettbestandteile des Blutes hervor. 
Wir sehen, da8 die mit erhéhtem Gehalt an Milchsaiure einhergehende 
Hyperglykamie im Laufe einer Stunde wieder zur Norm zuriickkehrt. 
Die Steigerung der oxydativen Prozesse durch Adrenalin kann die 
zu beobachtende Erhéhung des Milchséurewertes erklaren, da letztere 
eine intermediire Phase des Kohlehydratstoffwechsels darstellt. Die 
Gesamtfette des Blutes sind in den ersten 20, auf Adrenalininjektion 
folgenden Minuten herabgesetzt, wobei diese Abnahme ausschlieBlich 
auf Kosten des Neutralfettes zustande kommt, denn das freie Cholesterin 
bleibt dabei fast unverandert. Auffallend ist der Anstieg der Keton- 
kérper, wobei nach den angefiihrten Tabellen und auch nach allen tibrigen 
Versuchen der Grad der Ketonamie sehr verschieden ist. Einen Par- 
allelismus zwischen Ketonimie und Hyperglykaémie gibt es nicht, 
wie wir es weiter unten klar dartun kénnen. Es mu8 angenommen 
werden, daB der Grad der Ketonimie von dem AusmaB des Fett- 
transportes in die durch Adrenalin der Kohlehydrate beraubte Leber 
und von der Spaltung der Fette daselbst abhangig ist, obwohl auch die 
Méglichkeit einer unmittelbaren Erhéhung der Fettoxydation an der 
Peripherie durch Adrenalin nicht von der Hand zu weisen ist. Eine 
gewisse Ketonamie besteht auch noch, wenn die Kurve des Blutzuckers 
ihren normalen Stand wieder erreicht hat. 

Wenn wir uns nun der Blutuntersuchung zuwenden, die unter den 
namlichen Bedingungen, aber 5 Stunden nach Belastung mit Olein- 
siure vorgenommen wurde, so laBt sich vor allem eine Erhéhung der 
hyperglykamischen Kurve im Vergleich zu der vorhin bei den namlichen 
Tieren gefundenen nachweisen; somit gewinnt man den Eindruck, als 
ob die Belastung des Hundes mit Acid. oleinic. diesen Anstieg ver- 
ursacht habe, dabei entsteht jedoch die Frage, ob in dieser Tatsache 
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die Méglichkeit eines Uberganges von einer Fettsiure in Zucker 
oder Glykogen erkannt werden darf; nimmt man mit Geelmuyden an, 
ein solcher Ubergang gehe iiber das Stadium der Ketonbildung, so 
ist — nach den Ketonkérpern zu urteilen — ein derartiger SchluB 
unmdéglich: die Steigerung der Ketone im Blute ist nach Adrenalin und 
in den gegebenen Bedingungen (nach voraufgegangener Belastung 
mit Fettséure) weniger stark ausgeprigt als unter normalen Ver- 
hiltnissen. Was die Fette anbetrifft, so erweisen sie sich im ganzen 4 
bis 5 Stunden nach der Belastung mit Fettséure gesteigert, und Adre- 
nalin bewirkt ihre Abnahme nicht. Es mu8 vermutet werden, dab 
einerseits die fortdauernde Fettresorption und die Ansammlung des- 
selben auf exogenem Wege in der Leber, und andererseits Blockierung 
ihrer lypodyeretischen Funktion eine gewisse Ansammlung von Fett 
im Blute erklaren diirften. Die Verarmung der Leber an-Glykogen 
unter Einflu8B von Adrenalin ist nicht von Fetttransport aus dem Blute 
in dieses Organ begleitet, da letzteres sehr reich an exogenen Fett- 
stoffen ist. 

Besonders auffillig ist die gesteigerte Hyperglykiimie nach vor- 
angegangener Belastung mit Fettsaure. 

Darauf folgte die Untersuchung der hungernden Hunde. Das 
Hungern dauerte 8—9—10—11 Tage. Ein und dieselbe Dosis Adrenalin 
bewirkt eine merkliche relative Abnahme der hyperglykimischen 
Kurve, die zwar in verschiedenen Versuchen ungleich ist, je nach der 
Dauer des Hungerns einerseits und nach dem Ernahrungszustand des 
Hundes andererseits. Dabei spielt die somatische Individualitaét des 
Untersuchungsobjekts offenbar eine kolossale Rolle. Hinsichtlich des 
Gehalts an Milchsiure mu8 die geringe Anderung derselben beim 
Hungern hervorgehoben werden. Anders steht es mit den Fetten: 
bei mehr oder minder anhaltendem Hungern ist das Neutralfett des 
Blutes meist herabgesetzt; nach Adrenalin ist auch ein Sturz zu be- 
obachten, obwohl auch entgegengesetzte Fille beobachtet wurden; 
die Kurve des freien Cholesterins zeigte stets eine Steigerung. Was 
die Ketonkérper anbetrifft, so wird der Gehalt des Blutes an denselben 
nach Hungern allein meistens gesteigert, obgleich Fille vorkamen 
(s. Tabelle I), in denen sie auch bei langdauerndem Hungern (11 Tage) 
keine besonders starke Anderung erkennen lieBen. Die gesteigerte Menge 
von Ketonkérpern auf Adrenalin l48t éfters eine unaufhaltsame Ab- 
nahme erkennen, was keineswegs mit der Kurve der Fettsubstanzen 
und den Anderungen des Zuckergehalts im Einklang steht: wiederum 
ist eine vollstandige Divergenz der genannten Kurven nachweisbar. 
Fehlt aber die Ketonaimie, so wird durch Adrenalin beim Hungern 
bloB ein geringer Anstieg dieser Kérper im Blute hervorgerufen, der 
hinter der in der Norm zu beobachtenden Abnahme weit zuriicksteht. 
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Mit einem Worte: die Ketonimie wird beim Hungern durch Adrenalin 
unterbrochen und zwar, wie es scheint, durch Adrenalinhyperglykamie. 
Es ist nicht angiangig, die gesteigerte Menge Ketone auf Eiweifzerfall 
zurickzufiihren, denn der Quotient Gesamtstickstoff/Reststickstoff des 
Blutes wird durch Adrenalin nur wenig dabei veraindert. Eine vor- 
angehende Belastung mit Ol. oleinic. ergibt eine charakteristische 
Verschiebung der hyperglykamischen Kurve, die nach Adrenalin- 
einfiihrung sich der Norm nahert und dieselbe erreicht. Die zu be- 
obachtende Ketonamie nimmt dabei deutlich ab, was jedoch in keinem 
Verhaltnis zu dem Anstieg des Blutzuckers steht. Auch der Gehalt 
an Milchsaure zeigt eine Steigerung. 
% 
80 
70 
60 
50 
“0 
30 
20 
10 
0 





§ 60° 
a b 
—— Norm —— Norm 
—---- intrav. ) Trypan- -~—- ac. olein. 
- perosj blau 
Abb. 1. 
Adrenalin-Hyperglykimie bei normalen Hunden in niichternem Zustande. 
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Adrenalin-Hyperglykiimie bei hungernden Hunden (vollstandiger Hunger 4 bis 5 Tage lang) 


Im ganzen kénnen wir nach den Versuchsergebnissen der Ein- 
wirkung von Adrenalin auf normale und hungernde Hunde (mit und 
ohne voraufgegangene Belastung mit Fettsadure) die folgenden Schliisse 
ziehen : 
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1. Bei normalen Hunden wird nach Adrenalin neben einer stet: 
merkbaren Hyperglykamie eine verschieden starke Abnahme des 
Gehalts an Gesamtfettsubstanzen beobachtet, hauptsichlich auf Kosten 
des Neutralfettes, das gegen Ende des Versuchs zur Norm zuriick- 
kehrt. 

2. Die Menge von Ketonkérpern wird dabei stets gesteigert. 
jedoch in verschieden intensiver Weise, nicht parallel zu dem Grade 
der Abnahme an Fettsubstanzen. 
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Adrenalin-Hyperglykimie bei Hunden, die hungern und gleichzeitig 
Injektionen von Thyroxin erhielten. 


3. Wahrend des Hungerns andert sich das Bild der gesamten 
Fettsubstanzen unter Einwirkung von Adrenalin im Sinne einer Steige- 
rung, wobei Neutralfett bald etwas abnimmt, bald ansteigt. Keton- 
kérper, die beim Hungern entweder normal bleiben oder zunehmen 
kénnen (offenbar je nach dem Ernahrungszustande der Tiere), fallen 
nach Adrenalin ab. 








tets 
dex 
ten 
ick. 


ert, 
ade 


en 


n- 
on 
on 





Vegetativ-endokrines System und Kohlenhydratstoffwechsel. I. 329 


4. Die Kohlehydratentziehung des Organismus durch Hunger 
fihrt verschiedene Grade der Herabsetzung des durch Adrenalin be- 
wirkten hyperglykamischen Anstiegs herbei; ein strenger Parallelismus 
zwischen dem Charakter der Alterationen von Fett und Ketonkérpern 
einerseits und Zucker andererseits ist beim Hungern nicht nachweisbar. 

5. Belastungen mit Ol. olivar. lassen die Zuckerkurve nach Adre- 
nalin beim Hungern fast zur Norm zuriickkehren; ein Anstieg dieser 
Kurve ist jedoch auch bei vorangegangener Belastung mit Acid. oleinic. 
nachzuweisen. Dieser Umstand legt den Gedanken an den Ubergang 
von Fettsaiuren in Kohlehydrate nahe, obgleich sich, wie wir gesehen 
haben, das Fehlen von Einférmigkeit im Verlaufe der Kurven von 
Fett, Ketonen und Zucker beobachten 1aBt. 


Versuche mit Phlorrhizindiabetes. 


Diabetes wird bei Hunden durch intramuskulire Injektionen von 
Phlorrhizin (in Form einer wasserigen Aufschwemmung oder in einer 
14%°,igen Lésung in Natr. bicarbonic.) hervorgerufen. Als bester 
Anzeiger der erzielten Kohlehydratentziehung diente —- auBer dem 
Grade der Glykosurie — auch die merkbare Abnahme von Blutzucker. 
Die ganze Zeit der Phlorrhizininjektionen muBten die Hunde) hungern. 

Wie aus der angefiihrten Tabelle ersichtlich, wird bei Phlorrhizin- 
diabetes nicht allein eine Abnahme des Blutzuckers, sondern auch 
eine mehr oder minder stark ausgepragte Lipamie beobachtet. Dies 
ist aus dem Vergleich des Normalstandes von Fett und Zucker bei 
diesen Tieren zu erkennen: die entsprechenden Tabellen werden nicht 
angefiihrt, da sie nur das oben Gesagte bestatigen. AuBerdem fallt 
die verschieden starke Steigerung der Ketonkérper im Blute auf, die 
nach vorlaufiger Belastung des Tieres mit Fettsaiure besonders stark 
erscheint. Schon in dieser jahen Steigerung der Ketonkérper nach 
Belastung mit Fettséure und im niedrigen Stande des Zuckers dabei 
ersehen wir das Fehlen eines Beweises fiir den Ubergang von. Fett in 
Kohlehydrate. Durch Adrenalineinwirkung wird die Kurve des Blut- 
zuckers bei Phlorrhizindiabetes wenig verindert; das namliche kann 
auch tiber Milchsaure gesagt werden. Neutralfette nehmen aber merklich 
ab oder sie bleiben ganz unverandert. Es mu angenommen werden, 
da8 der Grad der funktionellen Alteration der Leber bei Phlorrhizin- 
diabetes die Kurve des Blutzuckers nach Adrenalin bestimmt. Eine 
Erhéhung der Ketonkurve sehen wir jedoch bei der Abnahme von 
Neutralfett nicht, im Gegenteil fallt uns die Herabsetzung der Keton- 
kérper im Blute nach Adrenalin auf. Nach dem Quotienten des Gesamt- 
stickstoff/Reststickstoff spielen méglicherweise auch die Eiweif- 
substanzen bei der Entstehung der Ketonimie eine nicht zu unter- 
schatzende Rolle. Cholesterin, das bei Phlorrhizindiabetes schon an 





330 D. Alpern u. L. Tutkewitsch : 


und fiir sich erhéht ist, wird durch Adrenalininjektionen kaum ver 
andert. Nach Einfiihrung von Fettsaiure beobachteten wir ein im ganzen 
gleiches Bild. Die Zuckerkurve bleibt ohne merkliche Veranderungen 
steigt nur ganz wenig an. Dafiir ist die Abnahme der Ketonamie stark 
ausgepragt. Ohne die Ursachen der Abnahme der Ketonimie nach 
Adrenalin (die bei Phiorrhizindiabetes zu beobachten ist) zu erértern. 
muB jedoch eine véllige Divergenz der Kurven von Keton, Fett und 
Kohlehydraten festgestellt werden, was einen Hinweis auf den selb- 
standigen Charakter der Entstehung und Metamorphose der inter- 
mediiren Phasen des Fett- und Kohlehydratmetabolismus bildet 

Die Schliisse daraus lauten wie folgt: 

1. Bei Phlorrhizindiabetes ist eine Lipamie zu beobachten, die 
nach Adrenalin entweder etwas abnimmt, oder wenig verandert ist 

2. Stark ausgeprigt ist die Ketonimie, die nach einer vorlaufigen 
Belastung mit Fettsiure besonders stark zunimmt. Nach Adrenalin 
wird diese Ketonimie merklich geringer und kehrt dann wieder zu 
ihrem Initialwert zuriick. 

3. Bei Phlorrhizin-Hunden bewirkt Adrenalin entweder gar keine 
Hyperglykamie, oder doch nur eine sehr schwache. Die Kurve der 
Milchsaure wird ebenfalls nicht verandert. Eine vorlaufige Belastung 
mit Oleinsiure beeinfluBt den Blutzucker entweder gar nicht, oder 
kaum. 

4. Es existiert keine absolute Abhangigkeit zwischen den Kurven 
von Fett und Ketonsaure einerseits und derjenigen von Glucose und 
Milchsaéure andererseiis. 


Versuche mit Thyroxin und Pepton. 


Das Verfahren der Kohlehydratentziehung mit Thyroxin und 
Pepton ist nach Asher das zuverlissigste und weicht von den anderen 
Methoden dadurch ab, daB — wie Abelin glaubt — an Stelle des ge- 
schwundenen Glykogens kein Fett in die Leber eintritt. Wirklich sehen 
wir aus den angefiihrten Tabellen, daB der Grad der Hyperglykamie 
nach Adrenalin bei 4 Tage langem Hungern der Tiere und unter Einflub 
von subkutan eingefiihrtem Thyroxin und Einfiithrung von Pepton per os 
bedeutend geringer wird. Von der Vollstandigkeit der Kohlehydrat- 
entziehung legt der Stand der Milchséure des Blutes gewissermaBen 
Zeugnis ab. Beziiglich des Neutralfettes 14Bt sich unter Einwirkung 
von Adrenalin eine Steigerung der Kurve nachweisen, bisweilen kommt 
aber auch eine geringfiigige Abnahme zustande. Die Kurve des Chole- 
sterins stellt nichts Bemerkenswertes dar. Was aber die Ketonkérper 
betrifft, so nehmen dieselben meistenteils im Blute zu und erfahren 
nach Adrenalin eine weit bedeutendere Steigerung, als wenn das Tier 
in normalem Zustand ist oder einfach hungert. Die vorangegangene 
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belastung mit Fettsaure la8t sich wiederum einerseits an der hyper- 
yivkamischen Kurve, und andererseits an der Milchsiure erkennen. 
Die erstere wie die zweite sind bedeutend erhéht. Die Zahl der Keton- 
kérper nimmt ebenfalls merklich zu, obzwar nicht in allen Fallen. 
Im allgemeinen sehen wir in diesen Versuchen: 
1. Eine Kohlehydratentziehung bei Einwirkung von Thyroxin 
Pepton -- Hunger wird rascher erzielt als bei Hunger allein. 

2. Durch Thyroxin und Hunger wird die Reaktion des Organismus 
auf Adrenalin in dem Sinne verindert, daB die Fettstoffe des Blutes 
nicht, wie tiblich, abnehmen, sondern 6fter ansteigen. Ketonkérper 
nehmen deutlich zu. 

3. Eine Wechselbeziehung zwischen der Bewegung von Ketonen 
und Zucker des Blutes ist nicht nachweisbar. 


Besprechung. 


Aus den eben kurz angefiihrten Angaben sehen wir also, daB sich 
auf Grund der Versuche mit Adrenalineinwirkung auf normale Tiere 
im allgemeinen die friiher erzielten Daten (Alpern und Collazo) be- 
statigen lassen. Das freie Cholesterin fallt zwar nicht dem Neutralfett 
parallel ab. Zweifellos zeigt sich in diesen Versuchen wie auch in 
Experimenten mit hungernden Tieren eine Abhiingigkeit zwischen 
der durch Adrenalin bewirkten Hyperglykamie und der Erhéhung 
der Ketonkérper. Es mu8 angenommen werden, da8 wir es hierbei 
héchstwahrscheinlich mit zwei einander parallel verlaufenden Pro- 
zessen zu tun haben, es fangt naimlich Fett aus dem Blute an, an Stelle 
des mobilisierten Glykogens in die Leber einzutreten, wobei als Resultat 
seiner Spaltung ein gewisser Grad von Ketonimie zu beobachten ist. 
Dabei ist hervorzuheben, daB diese Erscheinung nur bei dem Phlerrhizin- 
diabetes nicht auftritt. Von diesem Standpunkte aus kommt die 
Anderung des Fett- und Ketongehaltes des Blutes nach Adrenalin in 
sekundarer Weise zustande durch Mobilisierung von Glykogen der 
Leber und Austritt von Zucker, ins Blut. 

Es mu8 jedoch noch eine andere Méglichkeit ins Auge gefabt 
werden: Adrenalin erhéht namlich den Respirationsquotienten und die 
Absorption von O, durch den Organismus (Sandiford, Bornstein und 
Falta, Abelin), d.h. er steigert die oxydative Fahigkeit des Kérpers. 
Dabei wird die Verbrennung von Zucker erhéht, was aus der Steigerung 
der Milchsiure kenntlich ist; auch die Verbrennung von Fett, das 
nicht so leicht aus seinen gewohnlichen Depots mobilisiert werden 
kann, wird geférdert. Der Grad des Anstiegs von Ketonkérpern im 
Blute wird durch die fehlende Ubereinstimmung mit dem Grade des 
‘ettschwundes charakterisiert: offenbar finden an der Peripherie 
unter Einwirkung von Adrenalin Prozesse der Ansammlung von Keton- 
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kérpern statt, die aus gespaltenem Fett entstehen. Mit einem Wort« 
die Anderungen in Fett und Ketonkérpern kénnen durch Faktoren 
von primarer und sekundarer Art verursacht werden. 

Beziiglich des Problems der Wechselbeziehungen zwischen Fett 
und Kohlehydraten kénnen diese Versuche das Vorhandensein eincr 
solechen Abhangigkeit auf Grund der Tatsache beweisen, daB sich 
sowohl in der Norm als auch beim Hungern eine der Hyperglykimie 
parallel gehende Abnahme von Fett und ein Anstieg von Keton. 
kérpern nachweisen 14Bt. Andererseits aber wird die Zuckerkurve 
nach Adrenalin (ausgenommen des Phlorrhizindiabetes) bei Be- 
lastungen mit Acid. oleinic. bei normalen und bei hungernden Tieren 
stets merklich erhéht, was gewissermaBen als Resultat des Uberganges 
von Fettsauren in Kohlehydrate gedeutet werden kann, wobei Adrenalin 
diesen ProzeB zu beschleunigen scheint. Hier muB jedoch auf die Tatsache 
hingewiesen werden, daB bei verschiedenen Ernahrungsbedingungen 
und beim Hungern die Fett-, Keton- und Zuckerkurve des Blutes keinen 
Parallelismus aufweisen. Dieser Umstand spricht eher gegen das Vor- 
handensein einer chemischen Umwandlung: Ubergang von Fett in 
Kohlehydrate bei diesen Prozessen. AuBerdem widerspricht einer 
solchen Annahme auch der Umstand, daB ein solcher Ubergang woh! 
kaum ohne auBerste ,,.Notwendigkeit’* dazu, z. B. bei normalen Tieren 
nach Belastung mit Ol. olivar. oder Acid. oleinic., zu vermuten ist. Sogar 
die eifrigsten Anhanger der Theorie von Geelmuyden halten es nur im 
Falle einer auBersten ,,Notwendigkeit fiir méglich, daB ein derartiger 
Ubergang zustande kommt. Wir sehen ihn dagegen nicht bei Phlorrhizin- 
diabetes, wo die Kohlehydratentziehung, wie es scheint, eine voll- 
stiindige ist. Wertheimer behauptet zwar das Gegenteil, vielleicht des- 
wegen, weil er die Einwirkung von Adrenalin bei Phlorrhizindiabetes 
untersuchte, wobei er diesen Stoff subkutan einfiihrte (die Einwirkung 
von Adrenalin halt dann linger an und die Mobilisierung der Kohle- 
hydrate ist auf Kosten des Glykogens der Muskeln méglich). Es darf 
jedoch vermutet werden, und zwar nach dem Bilde des Blutzuckers, 
daB dieser Autor keine vollstandige Kohlehydratentziehung erreicht 
hat. Wenn Wertheimer namlich niedrige Werte von Blutzucker durch 
Phlorrhizin erhielt, so blieb bei ihm ein deutlicher Adrenalineffekt 
aus; diese Erscheinung wird von diesem Autor auf eine Herabsetzung 
der funktionellen Fiahigkeit der Leberzellen (infolge hoher Dosen 
Phlorrhizin) zuriickgefiihrt. Bei unseren mit Phlorrhizin bearbeiteten 
Tieren findet die Bildung von Ketonkérpern aus Fett statt, eine Hyper- 
glykimie ist jedoch bei nachfolgender Injektion von Adrenalin nicht 
zu beobachten. Bei dem von Wertheimer angestellten Versuch konnten 
aber noch einige Faktoren mitgewirkt haben: namlich eine durch 
Adrenalin bewirkte Herabsetzung des im Harn ausgefiihrten Zuckers. 
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die aus seinen Tabellen zu erkennen ist. Die Retention von Zucker 
im Blute kann selbstverstaindlich eine Erhéhung der Hyperglykamie 
gegeniiber der Norm bewirken. Kehren wir zu unseren Untersuchungen 
zurick, so miissen wir uns mit der Frage befassen, worauf denn die 
Erhéhung der hyperglykamischen Kurve durch Adrenalin nach vor- 
angegangener Belastung des Tieres mit Fettsaure zuriickzufiihren ist. 

Um dieses stark umstrittene Problem der Wechselbeziehungen 
von Fett und Kohlehydraten unter verschiedenen Verhiltnissen naher 
zu beleuchten, unternahmen wir eine Untersuchung der hyperglyka- 
mischen Kurven nach Adrenalin bei gleichzeitiger Belastung des Tieres 
mit verschiedenen anderen kolloidalen Substanzen, auBer der Fett- 
belastung. Fett wird namlich in emulgiertem Zustande resorbiert und 
befindet sich als Kolloid in den Zellen und Saften unseres Organismus. 
Nun entsteht aber eine solche Vermutung: ware es nicht denkbar, daB 
die durch Belastung mit Fett bzw. Fettsaiure gesteigerte Hypergly- 
kamie nicht das Ergebnis einer chemischen Metamorphose von Fett 
in Kohlehydrat darstellt — die weder experimentell noch chemisch 
als erwiesen angesehen werden darf —, sondern dadurch entsteht, daB 
Fett, welches resorbiert wird und in die Leber gerat, durch seinen 
physikalischen Zustand den Zustand des Glykogens der Leberzelle 
verandert, ihn sozusagen auflockert und der Mobilisierung zuganglicher 
macht; vielleicht erleichtert auch Fett durch seinen physikalischen 
Zustand das Auftreten des physiologischen Effekts von Adrenalin in 
der Leber, wenn man sich so auBern darf. Zur Entscheidung dieser 
Frage fiihrten wir per os und intravenés kolloidale Farbstoffe — Trypan- 
blau und Kongorot — Tieren ein und untersuchten die Kurven der 
auf Adrenalin eintretenden Hyperglykamie. ' 

Wie aus einer Reihe von Untersuchungen des Retikuloendothelial- 
systems bekannt ist, entsprechen die Wege der Verbreitung und Fixie- 
rung von Fett im Organismus haufig den Wegen, auf denen sich 
indifferente kolloidale vitale Farbstoffe fortbewegen. , 

Die angefiihrten Kurven zeigen mit geniigender Bestimmtheit, 
daB durch kolloidale Farbstoffe und Adrenalin der namliche Effekt 
erzielt wird wie durch Fett. Hierbei fallen jedoch zwei Umstiande 
auf: Erstens ist in der genannten Hinsicht die Einfiihrung von Farb- 
stoffen per os wirksamer als eine intravenése Einverleibung: offenbar 
spielen hierbei die Verbreitungswege der Substanz in dem durch diese 
Substanz bewirkten Effekt eine auBerordentlich bedeutsame Rolle. 
Ein Analogon hierzu ist uns iiber die Verbreitungswege von Cholesterin 
je nach dem Orte seines Eindringens in den Organismus bekannt. 
Zweitens wird die Wirkung des Adrenalins durch kristalloide sauere 
Farbstoffe (Cyanol, Rhodamin) nicht intensifiziert; folglich handelt 
es sich hier um den kolloidalen Zustand der eingefiihrten Stoffe. In 
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Anbetracht aller dieser Umstande kommt man unwillkiirlich auf den 
Gedanken, da8 wir es in allen Versuchen mit Fettbelastung und daraut 
hin festgestellter Steigerung der Ausscheidung von Kohlehydraten 
im Harn und Blute nicht mit einem Ubergang des Fettes in Kohle 
hydrate, sondern mit einer Einwirkung des Fettes zu tun haben, das 
als ein resorbierbares Emulsoid — den Zustand der Glykogenreserven 
der Leber beeinfluBt. Nur bei hochgradiger Kohlehydratentziehung, 
wie z. B. bei Phlorrhizindiabetes, haben wir eine solche Erscheinung 
nicht zu beobachten, weil das ganze Glykogen verausgabt ist und die 
Kohlehydratentziehung eine relativ vollstandige ist. 

Dabei wird die physiologische Wirkung von Adrenalin verstarkt. 
Bei fortgeschrittenem Hunger oder bei summierter Wirkung von Hunger, 
Thyroxin und Pepton kann die Kohlehydratentziehung mehr oder 
weniger vollstandig sein und dann wird weder durch Fett, noch durch 
kolloidale Farbstoffe der erwahnte Effekt erzielt. Wir neigen also 
dazu, dem Adrenalin eine sehr wesentliche Rolle in den Prozessen der 
Mobilisierung der Kohlehydrate aus der Leber zuzuschreiben und auch 
im ProzeB der Mobilisierung des der Leber zustrémenden Fettes, wir 
bezweifeln aber, daB dieses Hormon die Metamorphose von Fett. in 
Kohlehydrate steigert, da auf Grund unserer Versuche der Ubergang 
dieser Stoffe zweifelhaft erscheint. Uberhaupt miissen wir nochmals 
betonen, daB nach unseren Beobachtungen vieles von der allgemeinen 
Fett-Kohlehydratbilanz des Organismus und der Fett-Glykogenvorrite 
der Leber abhangig ist. Die Prinzipien des Antagonismus von Fett 
und Glykegen sind von groBer Bedeutung, da sie den physiologischen 
Effekt des Adrenalins bestimmen. Nach der Art der Bewegung von 
Kohlehydraten und Fetten zu urteilen, mu8 nochmals die Tatsache 
hervorgehoben werden, daB der Wirkungsmechanismus der Hormone 
am ehesten gerade im Sinne einer Regelung der elektiven Permea- 
bilitat des Gewebes fiir die einen oder anderen Substanzen denkbar ist. 


Schluffolgerungen. 


Die von uns erzielten Ergebnisse sind kurz gefaBt die folgenden: 

1. Bei normalen Hunden wird auf Adrenalin eine verschieden 
starke Abnahme von Gesamt- und Neutralfett beobachtet, wobei gegen 
Ende des Versuchs die Norm wieder erreicht wird. Dabei wird die 
Menge von Ketonkérpern immer gesteigert, jedoch mit verschiedener 
Intensitét, die mit dem Grade der Fettabnahme nicht stets Schritt 
halt. Beim Hungern andert sich das Bild des Gesamtfettes unter Ein- 
wirkung von Adrenalin im Sinne einer Steigerung desselben, wobci 
Neutralfett bald etwas abnimmt, bald ansteigt. Ketonkérper, die an 
und fiir sich waihrend des Hungerns in der Norm bleiben oder ansteigen 
kénnen (offenbar je nach dem Ernahrungszustand der Tiere), nehmen 
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nach Adrenalin im letzteren Falle ab. Unter Einwirkung von Thyroxin 
und Hungern erfaihrt die Kurve des Blutzuckers nach Adrenalin weder 
einen starken Anstieg, noch eine zihe Abnahme; dies ist am besten 
an der Kurve des Neutralfettes nachweisbar. Ketonkérper steigen 
besonders stark bei gleichzeitiger Belastung mit Acid. oleinic. an. Bei 
Phlorrhizindiabetes wird bei hungernden Hunden Lipamie beobachtet, 
die nach Adrenalin entweder abnimmt oder unverandert bleibt. Die 
vorhandene Ketonaimie wird geringer. 


2. Der Charakter der hyperglykaémischen Kurve nach Adrenalin 
zeigt in verschiedenen Versuchen Variationen; die Kohlehydratent- 
ziehung fiihrt im Organismus zu verschiedenen Graden der Herab- 
setzung des hyperglykamischen Anstiegs; es wird jedoch ein Parallelis- 
mus zwischen dem Charakter der Anderung von Fett und Ketonkérpern 
einerseits und von Zucker andererseits unter keinen Bedingungen 
(auBer dem normalen Zustand) beobachtet. Bei Hungern und Thyroxin- 
einwirkung wird eine Kohlehydratentziehung rascher als bei Hungern 
allein erzielt. Bei phlorrhizinhungernden Hunden bewirkt eine intra- 
venése Einspritzung von Adrenalin tiberhaupt keine Hyperglykamie. 


3. Bei der Belastung mit Oleinséure wird die Zuckerkurve nach 
Adrenalin sowohl normalerweise, als auch bei den erwahnten patholo- 
gischen Zustanden, mit Ausnahme des Phlorrhizindiabetes (wo augen- 
scheinlich eine vollstindige Kohlehydratentziehung erziblt wird) 
deutlich erhéht, was ungeachtet der dabei fehlenden Einférmigkeit 
in der Bewegung von Fett und Keton im Blute als Resultat des Uber- 
gangs von Fettsiuren in Kohlehydrate gedeutet werden kann [und 
meist auch wirklich gedeutet wird (Rowbitschek)]; dieser Vorgang 


wird durch Adrenalin beschleunigt. 


4. Ein derartiger Anstieg der Hypergiykaémie wurde jedoch von 
uns auch in zahlreichen Versuchen beobachtet, wo den Tieren anstatt 
Fett kolloidale Farbstoffe — Kongorot und Trypanblau — per os 
und intravenés eingefiihrt wurden. Besonders anschaulich ist der 
Effekt in dieser Hinsicht, wenn die Farbstoffe per os eingefiihrt werden. 
Kristalloide Farbstoffe liefern einen solchen Effekt nicht. 


5. Daher nehmen wir an, daB die Steigerung der auf Adrenalin 
eintretenden Hyperglykimie bei Einverleibung von Fett nicht das 
Ergebnis einer chemischen Metamorphose darstellt, sondern durch 
eine Anderung des Zustandes der Kohlehydrate der Leber durch Ein- 
dringen kolloidaler Stoffe in dies Organ bewirkt wird; zu solehen Sub- 
stanzen zihlt auch emulgiertes und resorbiertes Fett. Die Analogie 
zwischen Fett und Kolloiden ist auch aus der Tatsache zu erkennen, 
daB bei Einverleibung derselben die allgemeine Reaktion des Organismus 
auf Adrenalin gesteigert wird. 
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Mitogenetische Strahlung bei EiweiSverdauung. 
(Dritte Quelle der mitogenetischen Strahlung.) 


Von 
A. M. Karpass. 
(Unter Mitwirkung von M. Lanschina.) 


[Aus dem Laboratorium ftir experimentelle Biologie des Forschungs- 
instituts in Krym (Simferopol). } 


(Eingegangen am 15. August 1929.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer Reihe von Arbeiten von Gurwitsch und seiner Schule 
wurden bisher hauptsichlich zwei Arten chemischer Prozesse als 
Grundlage mitogenetischer Strahlung erkannt. Es sind dieses: 1. Oxy- 
dative Prozesse (Brei aus der Sohlensubstanz der Zwiebelwurzel, Blut). 
2. Glykolytische Vorgiainge (arbeitender Muskel, Cancer usw.). Es 
wurde aber daneben von A. Sorin die Beobachtung gemacht, dab 
beim Hiihnchen bis zum vierten Tage der Inkubation als _ einzige 
Strahlungsquelle der sich verfliissigende sogenannte weife Dotter 
auftritt. Obwohl die Vorgange, die sich hier abspielen, recht verwickelter 
Art sein diirften, lenkten diese Befunde immerhin die Gedanken auf 
die Méglichkeit, daB es die proteolytischen Prozesse sind, die gegebenen- 
falls der Strahlung zugrunde liegen. 

Es zeigte sich ferner aus den Untersuchungen von A. und 
L. Gurwitsch und Kisliak-Statkewitsch tiber mitogenetische Strahlung 
des Carcinoms, daB es sich auch hier zum Teil nicht um glykolytische, 
sondern um proteolytische Prozesse handelt. 

Es ergab sich aus diesen Befunden die Notwendigkeit, den Vorgang 
der Proteolyse in seiner reinsten Form, derjenigen der kiinstlichen 
peptischen und tryptischen Verdauung in vitro, zu studieren. 

Wahrend eines mehrwéchigen Aufenthaltes im Institut von 
Prof. Gurwitsch in Moskau hat mich dieser auf dieses Thema aufmerksam 
gemacht und mir die Aneignung der dort iiblichen Hefemethodik 
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ermoglicht. Ich schulde Herrn Prof. Gurwitsch und seinen Mitarbeiter: 
meinen Dank. 

Die Untersuchungen, iiber die im weiteren berichtet wird, wurden 
im biologischen Laboratorium unter genauer Einhaltung der Origina! 
vorschriften durchgefihrt. 


Da die Untersuchungen gewissermaBen in direktem Anschlul 
an Sorins Befunde begonnen wurden, lag es nahe, von einer ent 
sprechenden Priifung des Verhaltens desselben ,,weilien Dotters® 
den Ausgang zu nehmen, der unter normalen Verhaltnissen, d. h. in 
Friithstadien der Entwicklung, mitogenetisch strahlt. Es wurde daher 
zunachst der weibe Dotter unbebriiteter Eier zur Halfte entweder 
mit Pepsinlésung (kaéufliches Pepsin +- HCl bzw. natiirlicher Hunde. 
saft) oder mit aktiviertem Pankreassaft versetzt und zur Induktion 
benutzt. 

Das Gemisch wurde in eine kurze Glasréhre von etwa 2,5 mm Durch- 
messer eingefiihrt, die in eine etwas weitere, an ihrem Hinterende zu- 
geschmolzene Réhre so hineingebracht wird, daB die freien Miindungen 
beider zusammenfallen. Die weitere Réhre befand sich in einem flachen 
Glasaquarium, dessen Wasser durch eine kleine, von unten angebrachte 
Heizvorrichtung auf einer nahezu konstanten Temperatur von etwa 39° 
erhalten wurde. Die freie Miindung der Réhre wurde in eine entsprechend 
Offnung des Aquariumdeckels eingekittet. Das Ganze ist aus der Abbildung 
ersichtlich. In unmittelbarer Nahe des Aquariums wurde ein Schrauben- 
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Abb. 1. 
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stativ aufgestellt, welches eine horizontale Lamelle mit zwei Agarblécken 
mit Hefekulturen (Nadsonia fulvescens) trug. Diese Art ist nicht thermophi! 
und gedeiht am besten bei Zimmertemperatur. Der Induktionsblock wurde 
in etwa 3mm Entfernung vor die freie Offnung der mit dem Verdauungs- 
gemisch gefiillten Réhre aufgestellt, der Kontrollblock kam in genau di 
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vieiche Lage vor die Mimdung einer zweiten, im gleichen Aquarium be- 
indlichen, mit Wasser gefiillten Réhre. Alle Milieubedingungen der beiden 
Blécke waren somit méglichst genau die gleichen. Mit der Induktion wurde 
erst 10 bis 15 Minuten nach Beginn der Verdauung in der Réhre begonnen. 
Die Exposition dauerte 25 bis 30 Minuten, worauf die Blécke noch etwa 
\1/, Stunde unter einem kleinen Glassturz belassen wurden. Der Hefe- 
belag zum Anstrichpraparat wurde m.a. W. 134, Stunden nach Beginn der In- 
duktion genommen. Um den Induktionsort genau zu erkennen, wurde in den 
Hefebelag des Induktionsblocks ein Stiick eines sehr diinnen Glafsadens hin- 
eingesteckt und die Miindung der induzierenden Réhre so gegen denselben 
orientiert, daB mit der Platinése ein kleiner Bezirk des Belags unmittelbar 
unter der Basis des eingesteckten Fadens entnommen werden konnte. 
Der Inhalt der Platinése wurde sorgfaltig mit einem Tropfen destillierten 
Wassers auf einem Objekttriger zerrieben, nach Eintrocknen iiber der 
Flamme fixiert, mit Léfflerschem Methylenblau gefirbt. Es versteht sich 
von selbst, daB die Kontrolle stets gleichzeitig und in identischer Weise 
bearbeitet wurde. ' 

Die Abzaihlung geschah unter méglichster Einhaltung der von Gurwitsch 
und seiner Schule eingefiihrten und mehrmals geschilderten Kriterien. 
Es wurden in jedem Praparat in mdéglichst verschiedenen Bezirken etwa 
je 2000 Zellen abgezihlt und die Anzahl kleiner, runder, weniger als ein 
Drittel der Mutterzellen betragender Knospen vermerkt. Aus diesen Zahlen 
wird der Prozentsatz der Knospen berechnet. 

Die groBe Statistik der Gurwitschschen Schule, die uns zur Ver- 
fiigung gestellt wurde, ergibt, daB verschiedene Bezirke normaler, 
d.h. nicht induzierter Kulturen in der Regel nur um Bruchteile von 
Prozenten schwanken, schon sehr selten 1,5°,, und nur ganz ausnahms- 
weise 2°, betragen. Fallt demnach zugunsten des induzierten Bezirks 
ein Ubergewicht von etwa 2,5 °, oder mehr und ist dieser Erfolg sicher 
reproduzierbar, so kann er in vdéllig gesicherter Weise als Folge mito- 
genetischer Induktion betrachtet werden. Aber auch Induktionseffekte 
von etwa 2,3°,, falls sie zu einer Versuchsserie ohne Versager gehéren, 
kénnen mit allergr6Bter Wahrscheinlichkeit als Induktionen betrachtet 
werden. Um die Tragweite des Effekts richtig beurteilen zu .koénnen, 
muB berticksichtigt werden, daB, prozentual berechnet, die Differenzen 
zwischen Induktion und Kontrolle sehr hohe sind. Nehmen wir in 
der Tat einen Fall, wo die Kontrolle 10°,, die Induktion 15°, der 
Knospen von StandardgréBe ergibt, so ist der adaquate Ausdruck 
des Effekts 

15 — 10 


z= —— = 50%. 
10 ~ 


Unsere Versuchsergebnisse sind in den Tabellen I bis LI] zusammen- 
gestellt !. 


1 Samtliche Versuche wurden von uns beiden, mehrere noch auBerdem 
von befreundeten Kollegen abgezahlt. 


22 * 
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Tabelle I. 


Induktion mit dem Dotter des Hiihnereies wihrend der Verdauung. 





Anzahl Anzahl |, | 
Induktionsquelle Nr. der der Knospen Induktionseffekt 
Zellen | Knospen 9/5 


1 é 1233 256 20,76 20,76 — 14,50 — 
Weiber Dotter | # 1105 160 14,50 14,50 


+ kaufl. Pepsin & 
+ HCl . | 1513 | 291 19,83 | 19,83 — 16,40 


918 151 16,40 16,40 
872 187 21,44 | 21,44 — 19,36 
919 177 19,36 19,36 
Desgleichen . | 1607 350 =. 21,87 | 21,87 — 17,37 
mit Pancreatin r. | 1807 | 227 | 17,87 17,37 
2000 269 «18,45 | 13,45 — 11,65 
9000 2383 11,65 11,65 
Rieelb aus ° . 2000 3811 «15,55 | 15,55 — 11,95 
Salen | 2000 289 «11,95 | 11,95 





+ 30,1° 
verschiedenen 
Eibezirken: . 2200 360 | 16,36 | 16,36 — 12,45 


a) mit Pancreatin - 9900 274 12.45 12,45 + 31,4°, 


| . 2000 286 14,30 | 14,30 — 11,85 


° saft ia L 206°, 
b) mit Magensaft 8 - 9000 287 11.85 11.85 5 


* I. = Induktion. — ** K. = Kontrolle. 


Die erste Tabelle enthalt unsere Versuche mit dem weifen Dotter 
und dem Eigelb aus dem auBerembryonalen Bezirk. Ein Unterschied 
zwischen beiden konnte an unserem allerdings sparlichen Materia! 
nicht nachgewiesen werden. Die acht Versuche fielen im ganzen positiy 
aus, zwei Falle allerdings mit schwachem Effekt, der an sich betrachtet 
als ,,.zweifelhaft angesehen werden diirfte, die tibrigen gut und sehr gut. 


Nach diesen ermutigenden Resultaten wurden Versuche auch 
mit Verdauung einer anderen Eiweifart —- des Fibrins durch 
gefiihrt. Die Versuchsanordnung blieb die friihere. Es wurde aber 
in vier Versuchen zwischen Sender und Detektor eine feine Quarz- 
lamelle eingeschaltet. Es sollte damit jeder mégliche Einwand, es 
kénne sich um einen chemischen Induktionseffekt handeln, entkriftet 
werden. Die Ergebnisse dieser zweiten Serie sind weniger effektvoll 
aber immerhin, wie uns scheint, vollig tiberzeugend. Es ist natiirlich 
sehr wohl denkbar, daB der relativ schwache Effekt zum Teil auch 
dadurch verschuldet wurde, da8 mit der Induktion zu frith nach dem 
Einsetzen der Verdauung begonnen wurde. Die Versuche mit Fibrin 
tragen daher einen mehr provisorischen Charakter. 
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Tabelle 11. 
Induktion mit Fibrin bei Verdauung im natiirlichen Magensaft. 





Dauer der 


\orverdauung Nr. der : 


ual Knospen Induktionseffekt 


Anzahl Knospen- 
; zahl 
Zellen °lo 


I.* | 2000 | 264 13,20 13,20 — 9,70 





2 _—_ 9 K.**/ 2000 | 194 9.70 9,70 + 871% 
= 


* 1, = Induktion. ** K. = Kontrolle. 


Mitogenetische Strahlung des eiweibreichen normalen Darminhaltes. 

Die vorangehenden giinstigen Erfahrungen fiihrten naturgema’ 
auf die in der Uberschrift angedeutete Fragestellung. 

Es war dabei am ehesten an den Inhalt der obersten Abschnitte 
des Diinndarms zu denken, und zwar erstens, weil hier die Eiweib- 
verdauung am intensivsten ist, zweitens, und hauptsichlich, weil 
der Darminha]t nicht so kompakt wie der Nahrungsbrei des Magens 
ist, der sich nur wenig zu Induktionszwecken eigner wiirde, weil es 
sich nur um die von der Oberflache stammende Stfahlung handeln 
kénnte. Die Fragestellung war auchyaus dem Grunde von besonderem 
Interesse, weil Prof. Gurwitsch gespriichsweise gewisse Bedenken 
gegen seine urspriingliche Ansicht tiber das Blut als ausreichende 
mitogenetische Quelle fiir die ungemein rege Zellvermehrung der 
Zellen der Lieberkiihnschen Driisen auBerte. Es wiire daher gewib 
von groBem Interesse, falls es sich ergeben sollte, das der Darminhalt 
wahrend der EiweiBverdauung eine solche Quelle ist. Die voran- 
gehenden Erfahrungen in vitro kénnen aber keinesfalls als entscheidend 
gelten, da es sehr woh] denkbar ist, daB gewisse Faktoren im Darmbrei 
auf die Strahlung inhibierend wirken kénnten. 

Als Versuchstiere wurden Hiindchen von | bis 114 Monaten ge- 
braucht. Sie wurden einige Tage vor dem Versuch mit Fleisch gefiittert 
(die ersten drei Versuche mit Sauermilch). Am Versuchstage wurden 
sie zum letzten Male einige Stunden vorher gefiittert, chloroformiert 
und der Inhalt aus verschiedenen Abschnitten des Darmes entnommen. 


342 A. M. Karpass: 


Tabelle III. 


Induktion nach Fiitterung mit Sauermilch oder Fleisch (Diinndarmbr 
vom Hiindchen.) 





les 


Induktionseffekt 


zahl 


Fiitterungsart 


Ort der Ent- 


Zellenzahl 
Knospen- 


mit Sauer- 
milch, ? 1800 
7—9 Std. : : 1920 
v. Versuch 
2000 8 9,90 9,99 — 8,10 
2000 8,10 8.10 


2000 12,05 | 12,05 — 9,95 
2000 9,95 9,95 


. . | 2000 10,50 | 10,50 — 9,25 
Fleiseh- °K. 2000 9,25 9,25 
fiitterung, 
S—9 Std. . | 2000 11,60 11,60 — 8,80 
v. Versuch ; r. 2000 8,80 8,80 


Durch Quarzlamelle 





Desgleichen X ; . 2000 11,45 1145—9,15 
12 Std. c. 2000 9,15 9,15 


Desgleichen , . | 2560 10,00 10,00 — 8,36 _ 
7 Std. f (. | 2500 8,36 8,36 


Desgleichen a . 2000 § 13,85 13,85 — 945 
61/, Std. x. 2000 9,45 9,45 


Desgleichen , . | 2000 12,80 12,80 — 10,20 
71/4 Std. ‘ x. | 2000 10,20 10,20 

Desgleichen P . | 2000 12,80 12,80 — 9,30 
81/, Std. x. | 2000 9,30 9,30 


Desgleichen ' . | 2000 9,40 9,40 — 7,70 
9 Std. ; r. | 2000 7,70 7,70 


Desgleichen ‘ y . | 2000 22,90 22,90 — 15,90 ~ 
8 Std. r. 2000 15,90 15,90 

Desgleichen , . | 2000 11,75 11,75 — 10,50 
8 Std. x. 2000 10,50 10,50 

Desgleichen 3 | 98 I. 2000 ; 15,40 15,40 — 11,25 
9 Std. ‘ K. 2000 225 11,25 11,25 


* I. = Induktion. ** K = Kontrolle. 
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Die Versuchsanordnung glich in allen iibrigen Einzelheiten der voran- 
gehenden. Es wurden im ganzen 14 Versuche angestellt, darunter 5 


mit Vorschaltung der Quarzlamelle. 


Der Erfolg blieb in keinem Falle aus, wie aus der Tabelle zu ersehen 
ist. Die drei Falle mit Sauermilch waren allerdings weniger giinstig, 





























aus Griinden, die noch aufklarungsbediirftig sind. Der erwartete 
Effekt — die mitogenetische Strahlung des Darmbreies bei Eiwei’- 
fiitterung kann demnach meines Erachtens als gesichert gelten. 
Dotter Florin Dinndarmbres 
= 
407 N 
30 
s 
~ 20- 
3S 
S+7044 
ys 
Ls 
S 
' % 18 20 2 24 2 B 
3-70 - (Nr al. Versuches) 
s 
20+ 





Von besonderem Interesse ist dabei die kleine Versuchsserie mit 
Fiitterung mit fetter saurer Sahne; die Versuche verliefen siamtlich 
negativ. Es diirfte dieses auf dem reichlichen Fettgehalt des Darmbreies 
beruhen, der sowohl die Intensitat der Proteolyse herabsetzen diirfte, 
als auch die Strahlung hochgradig absorbieren kénnte. 


Tabelle IV. Induktion mit Diinndarmbrei nach Fiitterung mit fetter Sahne. 





Anzahl 


Nr. der 

Zellen 

5° 2000 

, K.** 2000 
L 2000 
ns K. 2000 
3 I. 2000 

; K. 2000 
4 I. 2000 
K. 2000 


* I. = Induktion. ** K. = Kontrolle. 


— Knospen 

Knospen 0 
187 9,35 
217 10,85 
17 8,07 
17 8,05 
289 14,45 
263 13,15 
273 13,65 
255 12,75 

Zusammenfassung. 


Induktionseffekt 


9,35 — 10,85 
10,85 
8.07 — 8.05 
8.05 
14.45 — 13,15 
13,15 
13,65 12,75 
12.75 


+ 9,99 


14°, 


+ 025°, 


sr | o 
70% 


Sowoh] peptische, wie namentlich tryptische Verdauung von 
Eidotter und Fibrin in vitro, wie auch der Diinndarmbrei bei intensiver 
EiweiBverdauung, liefern eine mitogenetische Strahlungsquelle. 











Zur Frage 
nach der Reaktion zwischen den Zuckern und Borsiure. 


Von 
F. J. Berenstein. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium des Veterinaérinstituts in Charkow.) 


(Eingegangen am 20. August 1929.) 


Beim Studium der unspezifischen Agglutination der Erythrocyten 
beobachteten wir mit Zwetkow diese Erscheinung in Lésungen von 
Lavulose und Borat-Puffermischungen bei einem py von 7,6 bis 10,8, 
wihrend in den Lésungen der anderen Zucker (Saccharose, Lactose, 
Maltose und Glucose) die Agglutination der Erythrocyten nur beim 
Zusammenbringen mit sauren Puffern (beginnend von py = 4,4 


bis 5,0) festgestellt wurde. Wurde die Lavuloselisung mit Citratpuffer 
versetzt, so erfolgte Agglutination, angefangen von py = 4,4 und 
darunter; gleichfalls beim Versetzen mit Acetatpuffern, beginnend 
von pu = 5,3 und niedriger. 

Die angefiihrten Tatsachen legten die Vermutung nahe, daf es 
sich bei der Vermischung der Boratpufferlésung mit Lavulose um eine 
besondere Reaktion handelt, als deren Resultat in der Fliissigkeit 
eine bedeutende Menge von Wasserstoffionen auftritt. 

Tatsachlich fanden wir in der Literatur Hinweise, daB bei der 
Vermischung der Livulose, Glucose und Galaktose mit alkalischen 
Lésungen von Borsaiure die Reaktion sauer wird (Biot, Dignon, Klein, 
Rimbach und Weber u.a.). Diese Angaben konnten uns aber um so 
weniger zufriedenstellen, als aus unseren Agglutinationsversuchen 
hervorging, da zwischen der Fructose einerseits und den iibrigen 
Zuckern andererseits ein scharf ausgeprigter Unterschied existiert. 

Das Ziel unserer gegenwartigen Arbeit war die Ausarbeitung 
einfacher Hilfsmittel zur Unterscheidung der Zucker voneinander, 
die auf ihrer Reaktion mit Borsaure beruhen. 

Unsere Untersuchungen, die mit sechs Zuckern durchgefiihrt wurden 
(Lavulose, Glucose, Galaktose, Lactose, Maltose und Saccharose) 
haben folgendes ergeben: Wiahrend bei der Vermischung von Borat 
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oder Borsiure mit Fructose eine bedeutende Menge von Wasser- 
stoffionen sich bildet, ist die Menge der entstehenden H-Ionen beim 
Zusammengeben mit anderen Zuckern nicht betrachtlich. Nach der 
Livulose erfolgt die gréBte Anhiufung bei der Vermischung des Borats 
oder Borséiure mit Galaktose, es schlieBen sich dann Glucose und 
Lactose an. Die Bildung eines Uberschusses an Wasserstoffionen 
bei der Vermischung der Saccharose und Maltose mit Borat naehzu- 
weisen, gelang nicht mit Hilfe von Indikatorenmethoden. 


Wir fiihren im folgenden einige Reaktionen an, die unsere Ver- 
mutung bestatigen und fiir den Mengenunterschied der Zucker 
voneinander, besonders der Fructese, von anderen Zuckern ausgenutzt 
werden kénnen: 

1. In ein Reagenzglas werden 5 ccm einer 5°, igen Fructoselésung 
(= 250 mg feste Substanz), 1 bis 2 Tropfen einer 1 °,igen alkoholischen 
Lésung von Phenolphthalein und 3 ccm einer ungefahr n/10 NaOH- 
Lésung gegeben; infolge der stark alkalischen Reaktion der Fliissigkeit 
firbt sich diese intensiv rot. Nach Zugabe von 5ccm Boratlésung 
tritt Entfairbung ein infolge Bildung einer solchen Quantitat der Wasser- 
stoffionen, die mehr als 3 ccm n/10 NaOH zu neutralisieren imstande 
ist. Bei Ausfiihrung der Reaktion in der angegebenen Modifikation 
wird ein positives Resultat nur mit Fructose erhalten. 

Zur Erreichung eines positiven Effekts mit Galaktose diirfen zu 
den 5eem der 5° igen Galaktoselésung (= 250 mg feste Substanz) 
nicht mehr als 1 ceem n/10 NaOH und ungefihr 2ccm Boratlésung 
hinzugefiigt werden; ein Uberschu8 an Borat bewirkt wieder das Auf- 
treten alkalischer Reaktion, da das Borat selbst alkalisch reagiert. 
Bei der Ausfiihrung dieser Reaktion mit 5 °,igen Lésungen von Glucose 
und Lactose ]aéBt sich nur eine Veranderung der Farbung der Fliissigkeit 
bis hellrosa bemerken; es kann im iibrigen auch véllige Entfairbung 
eintreten, aber das eine wie das andere nur unter der Bedingung, dab 
zu den 5eem Zuckerlésung nicht mehr als 1—2 Tropfen n/10 Alkali 
und leem Borat hinzugefiigt werden. 

2. Man gibt in das Reagenzglas 3ccm 5° ,iger Livuloselésung 
(= 150 mg feste Substanz), alkalisiert mit 1 bis 2 Tropfen n/10 NaOH 
und fiigt 0.5cem einer 0,3°,igen waisserigen m-Nitrophenollésung 
hinzu, worauf die Fliissigkeit, infolge ihrer alkalischen Reaktion, eine 
intensiv griine Farbe annimmt. In ein anderes Reagenzglas gibt man 
3cem Borat und 0,5 ccm 0,3 °.iger m-Nitrophenollésung; die intensiv 
griine Farbung zeigt auch hier die alkalische Reaktion an. Nach der 
Vermischung des Inhalts beider Reagenzgliser verschwindet die 
Farbung, was auf eine bedeutende Ansammlung der Wasserstoffionen 
in der Fliissigkeit hinweist. 
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Mit keinem einzigen der iibrigen untersuchten Zucker (Galaktose 
Glucose, Lactose, Saccharose) hat die angegebene Reaktion ein positives 
Resultat ergeben. 

Die Anhaufung von Wasserstoffionen in der Fliissigkeit bei de: 
wechselseitigen Wirkung der Borsiure mit Galaktose 14Bt sich bei 
Anwendung von m-Nitrophenol als Indikator nur in folgender Modi- 
fikation nachweisen: Man gibt in ein Reagenzglas 3 cem 5 °,,iger Galak- 
toselésung, in ein anderes 3ccm 1° ,iger Borsdurelésung (aber kein 
Borat, wie bei Lavulose); zu beiden Reagenzglasern fiigt man je 0,5 cem 
0,3 °.iger m-Nitrophenollésung und einige Tropfen n/10 NaOH bis 
zur Bildung einer intensiv griinen Farbung!. Nach der Vermischung 
des Inhalts beider Probierglaser tritt Entfarbung der Fliissigkeit ein 
infolge der Ansammlung der Wasserstoffionen. 

3. In ein Reagenzglas gibt man 3cem 5°,iger Lavulose und in 
ein anderes 3ccm 1°, iger Borsiure; zu beiden Probierglasern fiigt 
man je einen Tropfen n/10 NaOH und je 0,5 ccm 0,1 °,iger wasseriger 
p-Nitrophenollésung hinzu. Als Resultat tritt in beiden Probierglasern 
intensiv griine Farbung der Fliissigkeit auf, die nach der Vermischung 
des Inhalts der beiden Glaser giinzlich verschwindet. Beim Zusammen- 
bringen der Borsiure mit anderen Zuckern im angegebenen Verhiltnis 
ist kein derartiges Resultat festzustellen, nur bei Vermischung der 
Borsaiure mit Galaktose bemerkt man eine Verminderung der Farbung, 
aber kein ginzliches Verschwinden. 

4. Man gibt in ein Probierglas 3 ccm 5°,iger Lavuloselésung und 
0,5cem f-Dinitrophenol, wobei eine griine Farbung entsteht, in ein 
anderes Probierglas gibt man 3ccm 1° iger Borsiure und 0,5 ccm 
B-Dinitrophenol, ebenfalls griine Farbung. Bei Vermischung des Inhalts 
der beiden Probierglaser verschwindet die Farbung infolge Entstehung 
eines Uberschusses an Wasserstoffionen. In dieser Art tritt die Reaktion 
mit keinem der iibrigen von uns untersuchten Zucker ein. 

Alle angefiihrten Reaktionen beruhen ihrem Wesen nach auf 
ein und demselben ProzeS —- der Ansammlung von Wasserstoffionen 
in der Fliissigkeit bei Vermischung verschiedener Zucker mit Borsaure. 
Dabei wird die gréiBte Menge von Wasserstoffionen bei Vermischung 
der Borsiure mit Lavulose (Fructose) gebildet, weniger beim Zusammen- 
bringen mit Galaktose und eine ganz unbedeutende Menge beim 
Versetzen mit Glucose und Lactose. 

Wie ist nun der Mechanismus der geschilderten Reaktion zu 
erkliren? Man sollte annehmen, daB die oben erwaihnte Reaktion 
derjenigen zwischen mehratomigen Alkoholen (Glycerin und Mannit) 

1 Es geniigt hierfiir, in das Reagenzglas mit Galaktose 1 bis 2 Tropfen 
n/10 NaOH und in das mit Borséure 5 bis 7 Tropfen hinzuzufiigen. 








tose 


tives 


! de) 

bei 
Lodi- 
ulak- 
kein 
ecm 

bis 
lung 


ein 


d in 
fiigt 
riger 
sern 
lung 
nen- 
itnis 

der 
ung, 


und 
ein 
cem 
alts 
jung 
tion 


auf 
nen 
ure. 
ung 
1eNn- 
eim 


zu 
tion 


nit) 


pfen 





Reaktion zwischen Zuckern und Borsaure. 347 


und Borsaure gleicht, da unsere Untersuchungen bewiesen haben, 
daB Glycerin und Mannit mit Borat und Borsiure ein ebensolches 
Resultat wie Fructose geben. Das Ergebnis ist sogar bedeutend schirfer 
als bei den tibrigen Zuckern, die in erheblich geringerem MaBe die 
Kigenschaft besitzen, die Konzentration der Wasserstoffionen in den 
Borsaurelésungen zu vergréBern. Schon vor verhaltnismaBig langer 
Zeit war bekannt, da} man bei der Gehaltsbestimmung der Borsiéure 
die Titration mit NaOH nicht anwenden kann, da die alkalische 
‘eaktion bedeutend friiher auftritt, als die gesamte vorhandene Siure 
in Vereinigung mit NaOH kommt. Titriert man aber die Borsiure 
mit NaOH in Anwesenheit von Glycerin oder Mannit, wie es zuerst 
Jérgensen und Jones bereits in den neunziger Jahren des vorigen Jahr. 
hunderts vorgeschlagen haben, so tritt die alkalische Reaktion erst 
dann ein, wenn die ganze Borsiure in metaborsaures Natrium iiber- 
gegangen ist. Es ist von Interesse, an dieser Stelle auf die Arbeit von 
Treadwell und Weiss aufmerksam zu machen, die nachgewiesen haben, 
daB bei Vermischung der Borsiure mit Glycerin oder Mannit ihre 
Dissoziationskonstante um mehr als das Hundertfache erhéht wird. 

Unsere Untersuchungen ergaben, daf bei Anwesenheit einer 
geniigenden Quantitat von Fructose die Reaktion zwischen der Borsiure 
und NaOH bis zum Ende gelangt, d.h., daB die Rosafarbung der 
Fliissigkeit bei Anwendung von Phenolphthalein als Indikator dann 
eintritt, wenn in der Lésung 1 Molekiil Borsiure mit 1 Molekiil NaOH 
neutralisiert wird. 

Aus der folgenden Tabelle geht hervor, welche Menge Fructose 
oder Mannit in der Lésung vorhanden sein mu8, damit die Reaktion 
zwischen HBO, .H,O und NaOH vollstandig verliuft. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB zum vollstandigen Ablauf 
der Reaktion zwischen HBO,.H,O und NaOH die Anwesenheit 
von 2 Molekiilen Fructose oder Mannit auf 1 Molekiil Borsaure er- 
forderlich ist. 

Die Versuche mit Zusatz einer kleineren Menge Fructose bewiesen, 
daB8 in einem solchen Falle die Reaktion nicht volistaindig verlauft. 
Es soll darauf aufmerksam gemacht werden, daB von den von uns 
untersuchten Zuckern nur die Fructose die Eigenschaft besitzt, die 
Reaktion zwischen Borsiure und Natriumhydroxyd bis zu Ende zu 
fiihren. Die anderen Zucker (Galaktose, Glucose und Lactose) erhéhen 
zwar auch die Fahigkeit der Borsiure, mit NaOH in Reaktion zu treten, 
sind aber niemals imstande, die gesamte Borsiure zur Vereinigung 
mit NaOH zu zwingen. Wahrend so bei der Titration der Borsaure 
mit Natriumhydroxyd in Gegenwart von Phenolphthalein das erste 
Auftreten einer Farbung bei einer Neutralisation von nur ungefahr 
10%, der Borséure beobachtet wird, beginnt bei ausreichender Galaktose- 
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Tabelle I}. 





Menge m/10 Fructose- Menge m/10 Mannit- 
lésung, die zur Beendi- lisung, die zur Beendi 
gung der Reaktion gung der Reaktion 
gebraucht wurde gebraucht wurde 


Menge m/10 NaOH, Menge m/10 H3 BOs, 
die zur Untersuchung | die zur Untersuchung 
angewendet wurde angewendet wurde 
ecm eem ecm ecm 
2,0 3,9 ** 3,95 
4,0 8,0 7,9 
6,0 i 11,8 11,95 
8,0 16,1 15,9 
10,0 19,75 20,0 
12,0 24,1 23,8 
14,0 27,95 28,05 
16,0 2 31,8 31,8 
18,0 2 36,0 35,9 
20,0 20, 39,9 39,85 


* Der geringe Uberschn§ an Borsiure wurde angewendet, um nach der Beendigung der 
Reaktion zwischen Borsiure und NaOH die Entfirbung der Fliissigkeit zu bewirken, die 
anfangs infolge der Hinzufiigung von Phenolphthalein als Indikator rosagefirbt war. 

** Die fiir die Titration yon Laivulose und Mannit gebrauchten Kubikzentimeter wurden 
voraussichtlich mit NaOH durch den Indikator Phenolphthalein neutralisiert. 


menge (2 Molekiile Galaktose auf 1 Molekiil Borsiure) die Rétung 
der Fliissigkeit bei einer Neutralisation von ungefahr 40 °/, der Borsaure, 
bei Glucose und Lactose in entsprechenden Quantitaten erscheint die 
Farbung bei einer Neutralisation von nur 25°, der in der Lésung vor- 
handenen Borsiure. Weiterer Zusatz von Galaktose, Glucose und 
Lactose ist alsdann nicht mehr imstande, den Verlauf der Reaktion 
zu andern. 

Das ungleiche Verhalten der Zucker bei der Reaktion mit Borsaure 
zwingt uns, daran zu denken, da$ im Molekiil der Fructose und in ge- 
ringerem Grade auch in den Molekiilen der Galaktose, Glucose und 
Lactose das Alkoholradikal in lockerer Verbindung mit den tbrigen 
Teilen der Molekiile steht und zu selbstindigen Reaktionen befahigt 
ist, wihrend in anderen Zuckern (Maltose und Saccharose) der Alkoho!- 
rest mit dem iibrigen Teile der Molekiile fest verkniipft ist. Um die 
nicht geniigend begriindete Vermutung, daB die angefiihrte Reaktion 
von der Gegenwart der im Zuckermolekiil vorhandenen Aldehyd- 
oder Ketogruppe abhangt, auszuschlieBen, wurden von uns alle an- 
gegebenen Reaktiornen mit Aceton und Formaldehyd ausgefiihrt, 
wobei das Resultat negativ war. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die in der Arbeit angefiihrten Reaktionen, die auf der Tatsache 
der VergréBerung der Wasserstoffionen in der Fliissigkeit bei der Ver- 
mischung der Borsiéiure mit verschiedenen Zuckern beruhen, kénnen 


1 Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus fiinf Bestimmungen 
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zur Differenzierung der Zucker voneinander und hauptsachlich zur 
Unterscheidung der Fructose und Galaktose von den anderen Zuckern 
angewendet werden. 

2. Von der Tatsache ausgehend, daB in Gegenwart einer geniigenden 
Menge von Fructose die Reaktion zwischen Borsiure und Natrium- 
hydroxyd vollstandig verlauft, kann man diesen Zucker ebenso wie 
Mannit und Glycerin bei der Gehaltsbestimmung der Borsiure ge- 
brauchen. 
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Oxydation des Hydrochinons bei herabgesetztem 
Sauerstoffdruck'. 


Von 
A. P. Winogradow. 


(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie an der Militér-Medizinischen 
Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 27. August 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus zahlreichen Arbeiten der Autoren, die den Gasstoffwechse] 
bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen erforschten —- Thunberg, 
Meyerhof, Warburg, Verzar, Szent-G yérgyi und viele andere —, ist bekannt, 
daB der Verbrauch des Sauerstoffs durch die Gewebe in weiten Grenzen 
von jenem O,-Partialdruck unabhangig ist, bei dem der ProzeB ablauft. 
Diese Regel ist schon von Pfliiger ausgesprochen und hat sich im all- 
gemeinen als richtig erwiesen. In einzelnen Fallen suchten die Autoren, 
eine strengere Abhangigkeit zwischen dem Verbrauch des Sauerstoffs 
durch die Gewebe oder zwischen irgendeiner bekannten sich oxydierenden 
chemischen Verbindung und der GréBe des O,-Partialdruckes fest- 
zustellen. 


So fand Konapacki, da®B fiir Regenwiirmer die Menge des von ihnen 
verbrauchten Sauerstoffs in Abhangigkeit von der Quadratwurzel des 
Sauerstoffpartialdruckes steht. Putter hat auf Grund der Arbeiten von 
Thunberg, Henze u. a. seine empirische Formel vorgeschlagen. Diese und 
ahnliche Arbeiten erlauben anzunehmen, da®8 der summarische Verbrauch 
des Sauerstoffs durch die Gewebe in komplizierter Abhangigkeit vom 
O,-Partialdruck steht und nicht immer durch die Quadratwurzel aus dem 
Partialdruck ausgepragt sein kann, sondern haufiger als eine Exponential - 
funktion sich erweist, in deren Exponent eine von den gemessenen Variablen 
enthalten ist. 

Besonders pragnant duBert sich die Abhangigkeit des Verbrauchs 
von dem O,-Partialdruck zum Schlu8 der Reaktion bei herabgesetzte1 
Konzentration des Sauerstoffs. Das ist von Putter am Beispiel der niederen 
Tiere, von Fleury bei der Oxydation des Guajacols, von Westerlund bei de 


Mitgeteilt auf dem III. Kongre8 russischer Physiologen vom 25. Mai 
bis 2. Juni 1928 in Moskau. 
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Oxydation der Bernsteinséure mit Succinodehydrase und anderen erwiesen. 
Es sind viele Ursachen angefiihrt, welche diese Abhangigkeit bedingen, 
aber nicht immer konnten sie in Betracht gezogen werden. Aus diesem 
Grunde sind von ausschlieBlichem Interesse Arbeiten mit unmittelbarer 
Oxydation reiner chemischer Substanzen unter verschiedenem O,-Partial- 
druck in Gegenwart der Gewebe und Gewebesifte, oder aus ihnen extra- 
hierter Oxydationsfermente. Anscheinend haben Battelli und Stern zuerst 
die Veranderungen der Oxydation der Bernsteinséiure durch Muskelgewebe 
(Succinodehydrase) bei verindertem O,-Partialdruck beobachtet, weiter 
auch die Oxydationen der Harnséure durch Urikase, indem sie zulieBen, 
daB in beiden Fallen die Abhangigkeit zwischen der Geschwindigkeit der 
Oxydation und dem Sauerscoffpartialdruck in Form der Quadratwurzel 
aus dem Partialdruck ausgedriickt werden kann. In seiner ausgezeichneten 
Arbeit zeigte Westerlund, daB die von den genannten Autoren fiir die Bern- 
steinsiure gefundene Abhangigkeit nicht ganz richtig erscheint. Zu gleicher 
Zeit vermerkte er, daB die Steigerung des Partialdruckes tiber den O,- 
Partialdruck in der Luft (kritischer Druck) wenig die Geschwindigkeit 
der Oxydation der Bernsteinséure verindert. Am pragnantesten fallt die 
Geschwindigkeit der Oxydation bei Herabsetzung der Sauerstoffkonzen- 
tration. In seinen Versuchen hatte das GefaS ein betrachtliches Volumen 
(330 cem), wenn man die O,-Konzentration im Laufe des Versuchs praktisch 
als unveranderlich halt, so erlaubt der Versuch, die Oxydationsgeschwindig- 
keit der Bernsteinséure bei verschiedenem O,-Druck zu berechnen. Dieselbe 
Abhangigkeit wie Battelli und Stern hinsichtlich der Bernsteinséiure fand 
Thunberg bei der Oxydation der Thioglykolséure durch das Muskelgewebe. 
Fleury lenkt gleichfalls in den Versuchen tiber die Oxydation des Guajacols 
mit Laccase, indem er die Bedeutung solcher Faktoren wie px, die Kon- 
zentration des Guajacols und der Laccase vermerkt, die Aufmerksamkeit 
darauf, daB die Oxydationsgeschwindigkeit des Guajacols bei der Abnahme 
ler O,-Konzentration im Vergleich mit der Sauerstoffkonzentration der 
Luft abnimmt. Szent-Gyérgyi und Hamburger, die p-Phenylendiamin im 
Muskelgewebe bei verschiedenem O,-Partialdruck, der in den Grenzen von 
1 bis 4/29 Atm. schwankte, im Laufe von 10 Minuten oxydierten, bemerkten 
keinen EinfluB des herabgesetzten Sauerstoffdrucks. 


Die Oxydation der Bernsteinsiure, der Thioglykolsaure, des Gua- 
jacols verlauft in gewissen Stadien, und zwar bei groBer Sauerstoff- 
konzentration, mit einer Geschwindigkeit, die wenig vom Sauerstoff- 
partialdruck abhaingt. Das erinnert an jene Fiille der fermentativen 
Reaktionen, in denen die Steigerung der Substratkonzentration, z. B. bei 
der fermentativen Hydrolyse der Lactose, des Harnstoffs, die Reaktions- 
geschwindigkeit sich nicht vergréBert. Im Gegenteil beobachtet man 
bei Herabsetzung des Druckes eine Proportionalitat der Oxydation 
zum Sauerstoffpartialdruck.. Die Ausdriicke der Geschwindigkeit der 
Reaktion in dieser Zone in Form irgendeiner Funktion vom Sauerstcff- 
partialdruck miissen noch eine Reihe anderer Ursachen in Betracht 
ziehen. In jenen Fallen aber, wo die Geschwindigkeit der Oxydation 
nur von der Substratkonzentration abhangt, bemerkt man die Ab- 
hangigkeit vom ersten Augenblick der Reaktion ab; ein derartiges 
Beispiel scheint uns die Oxydation des NO, durch nitrifizierende Bak- 
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terien darzustellen, bei der die Oxydationsgeschwindigkeit der Sauerstoff 
menge proportional ist (Meyerhef). 

Somit bemerkt man die GesetzmaBigkeit, daB die Abnahme de: 
Sauerstoffmenge gewéhnlich auch die Reaktionsgeschwindigkeit fii 
eine Reihe schon untersuchter Koérper verringert. Daher erscheint 
uns von Interesse, den EinfluB einer erheblichen Abnahme des Q,,- 
Partialdrucks bei der Oxydation einer bestimmten chemischen Substanz 
in Gegenwart der Phenolase zu erforschen. Dabei lieBen wir die Tatsache 
nicht unbeachtet, daB Oxydationsfermente enthaltende Gewebe ge- 
wohnlich O, in sich schlieBen, dessen Partialdruck nahe 0° C ist, was 
unwillkiirlich den Gedanken auf die Wichtigkeit der Erforschung 
dieser Prozesse gerade bei niedrigem Partialdruck bringt. Andererseits 
kénnte eine langsam ablaufende Reaktion bei herabgesetztem Druck 
als eine Methode dienen, um einzelne Oxydationszwischenprodukte 
zu erhalten. 

Die bequemste Reaktion fiir unsere Versuche war die bestimmte 
Reaktion der Oxydation des Hydrochinons in Gegenwart der Phenolase. 


Untersuchungsmethodik. 


Wir hielten es prinzipiell fiir wichtig, die Méglichkeit zu haben. 
eine Reihe der Ergebnisse einzelner Versuche gleichzeitig zu vergleichen, 
die unter verschiedenem Sauerstoffpartialdruck ab- 
gelaufen sind. Wir bedienten uns der Reaktions- 
gefiBe, wie es auf Abb. 1 dargestellt ist; das Vo- 
lumen eines jeden GefiBes wurde genau aus dem 
Quecksilbergewicht bestimmt, das es faS8te. Das 
Volumen schwankte im Mittel um 60 ccm (-- 0,20). 
In jedem Versuch gebrauchten wir sechs bis acht Ge- 
faBe, wobei eins oder zwei zur Kontrolle dienten. Die 
Haihne wurden mit Vakuumsalbe eingeschmiert und 
die GefaBe konnten, wie vorlaufige Untersuchungen 
zeigten, das Vakuum etwa 48 Stunden gut halten. 
Vor dem Versuch wurden die GefiBe mit einer 
Lésung einer bestimmten Konzentration des Hydro- 
@ chinons und des Ferments angefiillt, so da der 

Abb. 1. diinne Fortsatz der Biirette durch die Réhre und den 

Hahn des GefaBes, ohne ihre Wandungen zu beriihren. 
hindurchging. Nach Anfiillung des ersten GefaBes wurde es sofort an 
das Manometer angeschlossen. Zu Beginn unserer Versuche arbeiteten 
wir mit einem geschlossenen Quecksilbermanometer, das zu gleicher 
Zeit als Barometer diente. Aber es erwies sich, daB nach einigen 
gelungenen Versuchen das Manometer falsche Angaben zu geben 
begann, da in den geschlossenen Schenkel (in den leeren Raum) 
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unsichtbare Feuchtigkeitsspuren gelangten, die bei Quecksilber- 
exkursionen aus dem offenen Schenkel zuriick in den geschlossenen 
eingetragen werden. Wir muBten endgiiltig das offene Quecksilber- 
manometer wahlen und seine Angaben auf den Barometerdruck 
zuriickfiihren. Der schaidliche Raum des Manometers, der GefaiBréhre 
ist in den Tabellen durch die GréBen n (Volumen des schidlichen 
Raumes bei P,) und m (Volumen des schidlichen Raumes bei P,), die 
aus dem Gewicht des sie anfiillenden Quecksilbers bestimmt werden, 
bezeichnet. 

Nach Einschaltung des GefaiBes (vgl. Abb. 1) wurde mittels der 
Wasserstrahlpumpe aus den kommunizierenden Volumina des Mano- 
meters und des GefiBes V (V = dem Volumen der GefaiBgasphase) 
langsam Luft unter bestaéndigem Schiitteln des GefaBes ausgepumpt. 
Nach der notwendigen Verdiinnung wurde der Manometerhahn ge- 
schlossen und gepriift, wieweit das Vakuum gut hielt. Darauf wurde 
der Hahn des GefaiBes geschlossen und das Gefi8B von dem Manometer 
abgenommen. Man notierte die Zeitdauer, die Temperatur der Luft 
(die Messungstemperatur), den Barometerdruck. Jedes neue GefiB 
mit demselben Gehalt des Hydrochinons, des Ferments und Wasser 
wurde auf dieselbe Weise bis zu einem héheren Vakuum verdiinnt. 
Die Hahne der GefaBe wurden fixiert und die GefaBe selbst im Liegen 
mittels der Schiittelvorrichtung (58 bis 62 Umdrehungen in der Minute) 
geschiittelt, indem sie ins Wasser von konstanter Temperatur in allen 
Versuchen, gleich 20° + 0,1° C, die durch elektrische Heizung reguliert 
wurde, getaucht waren. Nach einer bestimmten Zeit nahm man die 
GefaiBe heraus, kiihlte sie an der Luft im Laufe von 25 Minuten ab, 
trocknete die GefaBréhren mit Filtrierpapier und schloB sie in der 
urspriinglichen Reihenfolge (gewéhnlich von der Nr. 1 in Abhangigkeit 
von der Reaktionszeit) wieder an das Manometer an. Dabei wurde 
das Manometer durch vorliufige Verdiinnung mit der Wasserstrahl- 
pumpe auf den urspriinglichen Druck P, eingestellt, mit dem das 
vorliegende GefaB in den Versuch gegangen war. Darauf wurde das 
Volumen des Manometers mit dem Gasvolumen des GefiBes V unter 
Schiitteln kommuniziert. Als der Quecksilbermeniskus sich einstellte, 
notierte man den resultierenden Druck P,, die Zeit der Messung, die 
Lufttemperatur, den Barometerdruck. 

Wahrend der Reaktion entwickelte sich in den GefaBen eine Farbung 
von dem sich bildenden Pigment. Das Pigment koagulierte oft, was 
nicht erlaubte, es kolorimetrisch zu vergleichen. AuBerdem ist die 
Kolorimetrie unméglich infolge der Notwendigkeit der Uberfiihrung 
der Lésung aus dem GefaéB in den Kolorimeterzylinder ; im Laufe dieser 
Zeit veranderte sich die Farbung unter dem Einflu8 der auBeren Luft. 
Die dritte Ursache, welche uns veranlaBte, die Kolorimetrie ginzlich 
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aufzugeben, war die Unmédglichkeit, zu kontrollieren, wieweit dic 
erhaltenen Farbungen vom verschiedenen Partialdruck abhangen, oder 
als Folge der vélligen Adsorption in den GefaBen erzeugt waren (was 
vorgekommen ist !). 

Daher entschlossen wir uns, unmittelbar die Menge des _ ver- 
brauchten Sauerstoffs zu bestimmen, indem wir die vorstehend be- 
schriebene Methodik anwandten. Hat man P, und P, bestimmt, so 
ist es leicht, durch einfache Rechnungen P zu finden, den Druck, unter 
dem das Gas sich in dem GefaiB nach der Reaktion befand. 


VP=2,(V+n), 
Pym = 2,(V + n). 


Augenscheinlich ist, daB die Summe der DruckgréBen 2, + x, 

ist, hieraus: 
ds ft 4 mP, ries P,(V +n) __ mP, 
° Vin’ V+n’ V V 

Nachdem wir P berechnet haben, bestimmen wir das Volumen 
des Gases vor der Reaktion und das Gasvolumen nach der Reaktion. 
Diese Werte werden auf 760mm Atmospharendruck und auf 0° C 
reduziert, auBerdem fiihrt man Berichtigungen fiir den Sauerstoff ein, 
der in den in den Gefailen enthaltenen Lésungen gelést ist!. Die 
Differenz der Gasvolumin vor und nach der Reaktion gibt die 
Menge des Sauerstoffs in Kubikzentimetern bei 760mm und 0° C, 
der bei der Hydrochinonoxydationsreaktion verbraucht ist. In den 
Tabellen sind P,, P,, m und n so angegeben, wie sie bei der Temperatur 
ihrer Messung wahrend des Versuchs beobachtet sind, die Menge des 
verbrauchten Sauerstoffs und sein urspriinglicher Gehalt im Gefai® 
sind auf 760mm Druck und auf 0°C reduziert und in Kubik- 
zentimetern angegeben. 

Von der Gewinnung mehr oder weniger reiner Phenolase mit Hilfe 
bestimmter Sedimentierungsmittel standen wir ab, weil die Gewinnung 
reiner Priaparate ein selbstaéndiges Problem darstellt. Die von uns 
gewonnenen Praparate nach Chodat gaben keine Vorziige vor der An- 
wendung der Safte, die mit der Presse aus frischen Russula ausgepreBt 
und durch einige Gazeschichten filtriert wurden. Der Saft stand in 
der Kalte bis zur vélligen Aufhellung und war leicht gefarbt. Die 30- 
bis 50malige Verdiinnung gab ganzlich durchsichtige ungefarbte 
Lésungen. Der gewonnene Saft mit der Phenolase wurde in der Kalte 
ohne Konservierung mit irgendeiner Substanz aufbewahrt. 


1 Die Menge des adsorbierten Sauerstoffs 
V (0°, 760) = V trl _ Py 
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Versuche. 


Versuch 1. Der vorlaufige Versuch stellte fest, daB die Lésung 
des Hydrochinons und die Fermentlésung allein keinen Sauerstoff 
adsorbierten. In allen Versuchen war die Farbung von dem Pigment 
der GefaBe, welche Hydrochinon + Ferment enthielten, in der Richtung 
der GefaiBe mit dem geringsten Sauerstoffdruck blasser, indem sie eine 
Farbenstufenleiter bilden. Die Menge des Hydrochinons usw. ist in 
den Tabellen angegeben. Wir wollen daranerinnern, daB 1 g Hydrochinon 
theoretisch 102 ccm O,* oder 485,5 mm Luft erfordert, wenn man den 
O,-Gehalt in der Luft gleich 20,95 Vol.-°, setzt. Der Versuch verlief 
ohne Pufferlésungen. 


Tabelle I. 


Hydrochinon 0,055 g, Ferment */;59, Versuchsdauer 2 Stunden 30 Minuten, 
Temperatur bei der Messung 15° C, Barometerdruck 761 mm. 





Nr. der GefiiBbe 


GréBen — $< — 
1 2 3 4 5 6 
Oe so be a. ye ee 76,1 66,2 56,1 46,5 36,5 | 21,5 
hg Sie Smee ow ghee & ae | ee, ee ee ee 
Wee cow 0s SEs: ke See ee ee ee 
os cesar g wiki Ce ees ee, sere eae): BRS) Bis 201 Ge 
MD ade mes Ae ae sis Mech te! ep 12,12) 11,51, 10,02 9,31 (80 | 6,82 
Menge des verbrauchten Oy, bei 
760mm und OC ....... 1,26! 1,27) 1,24: 1,05) 0,91! 0,73 
Menge des urspriinglichen O,-Gehalts 
(760mm und 0°C). .... - . | 10,26; 898; 7,62' 682) 495) 291 


Vom vierten GefiB beginnt eine gewisse Abnahme der Sauerstoff- 
adsorption, die zum fiinften und sechster: Gefai8 noch mehr bemerkbar 
wird. 


Versuch 2. Der Versuch unterscheidet sich von dem _ vorher- 
gehenden nur durch die Dauer der Reaktion. Dadurch -wird Cie 
Steigerung des Einflusses des relativen Sauerstoffmangels geschaffen. 


Die Menge des Sauerstoffs in allen GefaBen nahm um das Doppeite 
zu. Die Abnahme der O,-Adsorption ist besonders vom vierten GefaB 
an bemerkbar. Wenn man in den GefaBen Nr. 4 beider Versuche den 
Partialdruck des Sauerstoffs berechnet, der nach dem Versuch im GefaB 
geblieben ist, so ergibt er sich zu etwa 30mm. 

In den letzten Versuchen wurde aie Oxydation des Hydrochinons 
in Gegenwart von 5mg Fe (in Form von FeSQ,) in Pufferphosphat- 
gemischen ohne Ferment ausgefiihrt. Die Wirkung kleiner Mengen Fe, 


* Tatsichlich wird bei der Hydrochinonreaktion mitunter mehr 
Sauerstoff verbraucht. 


23* 
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Tabelle II. 


Hydrochinon 0,055 g, Ferment 1/;5, Versuchsdauer 4 Stunden 30 Minuten, 
Temperatur der Messung 16°C, Barometerdruck 760 mm. 





Nr. der Gefibe 
Griben 





3 4 


76,0 | 65,9 | 56,0 462 36,4 

72.9 | 625 | 525 431 | 388 |187 
498 | 50,1 | 502 502 | 50,0 502 
11,89| 11.17, 9,70 90 | 7.76 6.08 
12,12| 11,49| 10,02 930 80 6,25 


vouewme wee CO Soa ks 2,70; 3,00; 2,85; 2,33) 1,99 
Menge des urspriinglichen 0-Gehalts 10,21, 890) 7,58 6,25 4,93 


Mn und anderer Metalle auf die Hydrochinonoxydation ist allbekannt. 
Von Interesse ist, diese Oxydation mit unseren zwei ersten Versuchen 
zu vergleichen. 

Versuch 3. Die Lésung enthalt dieselbe Hydrochinonmenge und 
dasselbe Gasvolumen. 


Tabelle III. 


Hydrochinon 0,055g, 5mg Fe, pa = 7,60, Versuchsdauer 4 Stunden 
30 Minuten, Temperatur der Messung 16°C, Barometerdruck 763 mm. 





Nr. der Gefitibe 
Griben wi : 
1 2 3 4 5 § 


76,3 | 66,4 | 56, 46,5 36,7 | 29,7 


54, 45,2 35,6 | 20,0 

49,8 | 50,1 | 50, 50,2 | 50,2 | 50,2 

Feat S plats ue eee ea ee ee ee: ey Bey es 

ee ee ee . . | 12,22) 11,51} 10,04} 9,80, 8,0 | 6,23 
Menge des verbrauchten O, (760 m 

und 0°C) . 1,16; 1,23) 1,04) 0,87) 0,51 
Menge des O, im GefiS zu Beginn 

der Reaktion (760mm und 0°C) 10,25 886) 7,58) 6,29 4,96 > 2.80 


74,6 | 64,4 | ; 


Vergleichen wir diesen Versuch mit Versuch 2, so sehen wir, dab 
der Charakter der Sauerstoffadsorption derselbe ist. Die Menge des 
verbrauchten Sauerstoffs ist fiir alle Gefi&e beinahe um das Doppelte 
kleiner. Die auBere Farbung ist wie im Versuch 2 und 1. 


Versuch 4 und 5 sind bei sehr kleinen Mengen O, und bei gleich- 
zeitiger Zunahme der Hydrochinonkonzentration und der Verlangerung 
der Reaktionszeit angestellt. 

Betrachten wir alle auf Abb. 2 dargestellten Kurven, so bemerken 
wir als allgemeine Regel eine Neigung zur Abnahme des Sauerstoff- 
verbrauchs mit der Abnahme seines Partialdruckes. Die Abhangigkeit 
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Tabelle IV. 


Hydrochinon 0,1100g, Fe 5mg, pu = 7,6, Versuchsdauer 6 Stunden, 
Temperatur der Messung 16°C, Barometerdruck 778 mm. 





Nr. der GefiiBe 
Grében ec oe —— 
l 2 | 3 4 5 6 


P, 77,8 | 57,8 | 38,3 | 28,3 | 184 | 7,70 
Py 73,6 539 353 | 261 17,5 | 7,7 
V 30,1 | 30,0 | 29,7 30.0 30.1 | 29:5 
n 6,44; 525: 3,85) 3,18) 2,93) 
m 6,71; 5,50; 4,03! 382, 2,99 
Menge des verbrauchten 05 (760 mm 

und 0°C). .. 2,23; 1,99; 1,43) 0,99 0,42 
Urspriingliche Menge d des 03 ( ( 760 mm 

und 90°C)... 2 7,14; 5,29; 3,47| 257; 1,72 

Tabelle V. 


Hydrochinon 0,1100g, Fe 5mg, pH = 7,6, Versuchsdauer 6 Stunden, 
Temperaturmessung 16°C, Barometerdruck 779 mm. 





Nr. der Gefiibe 





GriBen —_— - ——_—______— 
1 2 3 4 5 6 
Pai, 77,9 | 57,9 | 38,2 | 282 | 183 | 66 
Me 73,0 545 354 | 26,7 |176 6,6 
V 80,1 80,0 29,70 30.0 | 301 29.5 
n 11,25;| 9, 03 7,54 6,62) 6,04 
m 11,73; 9,88) 7,98) 6,76) 6,11) 4,78 
Menge des verbrauchten 0, (760 mm 
und 0°C) . . 3,08' 1,98) 1,33] 0,79) 0,35 
U Ee Menge des 0x 760 m mm | 
Ess» cs oe Sepia 7,17; 5,84) 3,46; 2,59; 1,68! 0,59 
T = T T T Y T 
Mydrochinon 














Abb. 2. 


von dem O,-Partialdruck wird in dem Augenblick deutlici, wenn dem 
entsprechenden Punkte der Kurve der Partialdruck des Sauerstoffs, 
der im GefaB nach der Reaktion zuriickgeblieben ist, etwa 30 mm gleich 
ist. Hier zeigt die Kurve die gréBte Kriimmung und beginnt zu sinken. 
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SchluBfolgerung. 


1. Die Oxydation des Hydrochinons durch Sauerstoff in Gegen 
wart der Phenolase wird bei niedrigem O,-Partialdruck betrichtlich 
verlangsamt, insbesondere bei einem Sauerstoffpartialdruck von 30 bis 
40 mm Hg. 

2. Die Oxydation des Hydrochinons bei herabgesetztem Sauerstoff- 
druck in Gegenwart von Fe in Phosphatpuffern (pq = 7,6) verlauft 
ebenso wie die Oxydation vermittelst Ferments, indem sie sich erheblich 
bei O,-Partialdruckhéhen um 30 mm verlangsamt. 


Ich spreche Herrn Dr. J. M. Dedjulin, der mir bei der Anstellung 
der Versuche behilflich war, meinen Dank aus. 
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Qxydation des Tyrosins bei herabgesetztem Sauerstoffdruck. 
Von 
A. P. Winogradow und I. M. Dedjulin. 


(Aus dem Institut der physiologischen Chemie an der Militér-Medizinischen 
Akademie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 27. August 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Als wir an die Versuche tiber die Oxydation des Tyrosins durch 
Sauerstoff in Gegenwart der Tyrosinase herangingen, hatten wir die- 
selbe konkrete Frage nach der Beziehung zwischen der Geschwindigkeit 
der Tyrosinoxydation und dem herabgesetzten Partialdruck des Sauer- 
stoffs im Auge. Der Charakter der Abhangigkeit der Oxydation des 
Hydrochinons und des Guajakols bei verschiedenem Partialdruck, wie 
sie in der Arbeit von Fleury und A. P. Winogradow sich erwies, ver- 
anlaBte zur Annahme, daB wir auch in diesem Falle ein ahnliches Bild 
feststellen werden. Bekanntlich verliuft die Oxydation des Tyrosins 
+ Tyrosinase in einigen Stadien, dabei erweist sich ein Teil der Um- 
wandlungen als ein fermentatiyer ProzeB, der andere stellt sich aber 
als kein fermentativer Vorgang dar. Dieser Umstand verlockte durch 
die Méglichkeit, am Beispiel einer chemischen Verbindung den Vergleich 
des Einflusses des herabgesetzten Sauerstoffpartialdrucks auf ver- 
schiedene Stadien des Oxydationsvorganges des Tyrosins anzustellen. 
AuBerdem wurde uns dadurch méglich, an die Frage nach dem Gleich- 
gewicht verschiedener Oxydationsprodrukte in Abhangigkeit von der 
Sauerstoffspannung auf diese Weise heranzutreten. 

Der chemische Charakter der Umwandlungen, welchen Tyrosin 
+ Tyrosinase -+- Sauerstoff anheimfallt, wurde dank den langjahrigen 
Untersuchungen von Raper und Mitarbeitern bekannt. Zurzeit ist 
von ihnen eine Reihe der Zwischenprodukte der Tyrosinoxydation 
ausgeschieden und ihre Natur bestimmt. Bertrand vermerkte, daB die 
Oxydation des Tyrosins in einigen Etappen verliuft. Bach, Abder- 
halden u.a. stellten fest, daB das erste Stadium der Oxydation, die 
Bildung des sogenannten roten Pigments, ein fermentativer ProzeB sei, 
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die nachfolgenden Veranderungen, die zur Bildung von Melaninen 
fiihren, hangen von den Bedingungen des Mediums ab und kénnen 
z. B. durch die Temperatur, py, Metallsalze usw. erzeugt werden. 
Raper zeigte, daB, indem wir das pg des Mediums verandern, wir beide 
Prozesse voneinander trennen kénnen. So verlauft bei pa = 6 die 
Bildung des roten Pigments, das in sehr geringem Grade in Melanin 
libergeht; wahrend py = 8 die optimale Bedingung fiir die Bildung 
brauner Pigmente (der Melanine) darstellt. Die Grundtatsache der 
Untersuchung Rapers war die Feststellung des Umstandes, daB die 
sich bei der Oxydation des Tyrosins bildenden Kérper als Derivate 
des Tryptophans sich erweisen. Das sich bildende 3 : 4 Dihydropheny]- 
alanin verwandelt sich in 
N JH 
oH’ \) “8, 
OH,  Jcucoon 
_ NH 
und darauf in 
0/ ~\Y A a 
OW /v /CHCOOH 
NH 
das in Abhangigkeit vom Medium entweder 
.' 6m 
oH’ S— 


| 
| 


OH. ~ COOH 
ae het 


NH 


OH’ * “CH 


OH. |. ‘cH 
NH 
gibt, die sich als Uberginge zu den Melaninen erweisen. 

Die Art, auf die in Gegenwart der Tyrosinase die Oxydation des 
Tyrosins vor sich geht, ist endgiiltig nicht geklart. Raper zeigte, daB 
die Dehydratation des Tyrosins in Gegenwart des Methylenblaus und 
der Tyrosinase nicht stattfindet. Zu gleicher Zeit hydriert ein Gemisch 
des Parakresols -- Glykokoll im Beisein der Tyrosinase das Methylenblau. 

Eine Untersuchung des Einflusses des herabgesetzten Druckes 
des Sauerstoffs auf die fermentative Oxydation des Tyrosins ist uns 
unbekannt, mit Ausnahme des Umstandes, da8B das rote Pigment, wie 
das Przibram beobachtet hat, bei.-Mangel an Sauerstoff rascher sich 
entfairbt, dasselbe hat auch Raper bestatigt, indem er das rote Pigment 
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un Vakuum entfarbte. Nachstehend fiihren wir zwei Versuchsserien 
der Oxydation des Tyrosins mit Sauerstoff bei verschieden herabgesetztem 
Druck und in Gegenwart der Tyrosinase an, in den einen Versuchen bei 
pu = 6, in den anderen bei pg = 8. Die kolorimetrische Methode der 
Bestimmung des roten Pigments und um so mehr der Melanine erweist 
sich hier nicht zuverlassig, besonders im zweiten Falle, weil mitunter 
beim Vergleich der GefaBe mit dem gebildeten Melanin man nicht 
allein einen Unterschied in der Intensitét der Firbung, sondern auch 
eine Differenz ihrer Schattierungen beobachtet. Um _ solche_ Er- 
scheinungen zu vermeiden, ist eine vollstandige Umwandlung des roten 
Pigments in die folgenden Oxydationsstadien erforderlich. AuBerdem 
sedimentiert in der Regel das Melanin aus der Lésung. Die titrimetrische 
Bestimmung mittels der Oxydation mit KMnO, hatte einen Vorzug, 
wenn wir wiiBten, welche von den gebildeten Reaktionsprodukten 
von ihm oxydiert werden. Aus diesem Grunde wandten wir uns an 
die unmittelbare Bestimmung des verbrauchten Sauerstoffs. 


Methodik. 

Wir miissen geringe Konzentrationen des Tyrosins wegen seiner 
schlechten Léslichkeit anwenden. Wir listen das Tyrosin unmittelbar 
vor den Versuchen in Phosphatpuffern. Der Saft, der Tyrosinase 
enthalt, wurde unter der Presse aus der Russula gewonnen und von 
zufalligen Beimengungen, wie in der ersten Arbeit (A. P. Winogradow) 
beschrieben, gereinigt. Zuerst brachten wir in die GefiBe die Tyrosin- 
lésung, darauf die Tyrosinase, dabei wurde das GefaiB in den Versuchen 
mit Tyrosin erst nach einiger Verdiinnung der Luft iiber dem GefaB 
unter dem Manometer geschiittelt. Im iibrigen hielten wir uns streng 
an die schon friiher beschriebenen Bedingungen. . 

In den Tabellen sind die Konzentrationen des Ferments in ‘Form 
der endgiiltigen Verdiinnung der Grundlésung des Saftes angegeben. 

P, = der urspriingliche Druck in Millimeter Luft in den GefaBen, 
bei der Temperatur der Messung. 

P, = der resultierende Druck unter denselben Bedingungen. 

m und n = Volumina des schidlichen Raumes des Manometers 
bei der Messungstemperatur in Kubikzentimeter. 

V = Volumen des Gasgemisches im GefaB iiber der Lésung bei 
der Temperatur der Messung. 

Die Menge des Sauerstoffs in Kubikzentimeter im Beginn des 
Versuchs und die Menge der Kubikzentimeter des verbrauchten Sauer- 
stoffs sind bei 760 mm, der Temperatur 0° C und mit der Berichtigung 
auf die Gasadsorption durch die Lésung angegeben. 

Die gefiillten GefiBe wurden auf ein Wasserbad mit konstanter 
Temperatur gesetzt, die fiir alle Versuche 20°C betrug. Geschiittelt 
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wurde mit der Geschwindigkeit 58 bis 62 Umdrehungen in der Minut: 
Wiahrend der Reaktion bemerkte man in beiden Versuchsserien, dai 
das gebildete rote Pigment nach einiger Zeit etwas blaB wurde und 
darauf (bei pq = 8) in eine braune Farbe iiberging Diese letztere 
farbte gewohnlich die beiden letzten GefaiBe mit dem gréBten Vakuum 
mit geringerer Intensitat 


Versuch 1 wurde in GefaiBen angestellt, in denen der Druck fiir 
die Luft 760 bis 20mm betrug, mit der Konzentration des Tyrosins 
0,0180 in jedem GefaB und 4/,, Ferment, bei pa = 6 im Laufe von 
2 Stunden. Die Farbung ist in allen GefiBen gleichmaBig. Kontrolle 
unverandert (Tyrosin -+ Puffer). Bei der manometrischen Messung 
zeigten alle GefaBe mit Ausnahme des KontrollgefiBes eine gleiche 
Resorption des Sauerstoffs, die 0,19 bis 0,22 cem O, (bei 760 mm und 
0° C) betrug (vgl. Abb. 1). 

Versuch 2. Die Reaktionszeit ist erheblich verlingert. Alle Ge. 
faBe sind gleichmaBig gefarbt ohne Sedimentierung des Ferments 
(vgl. Tabelle I). 

Tabelle I. 
Tyrosin 0,018 g in jedem GefaB, Ferment 1/55, Versuchszeit 6 Stunden, 
Temperatur bei den Messungen 16°C, Barometerdruck 760 mm, Phosphat- 
puffer py = 6. 





Nr. der Gefiifbe 


Gréfen —S 
3 


"Do XO 
eS 2S aesShS 
oonwcror 


75,2 
49,8 
12,12 
12,22 


ox 


Menge des verbrauchten O, (760 mm 

und 0°C) . 0,73 
Menge des urspriinglichen 0,-Gehalts 

im GefaB (760mm und 0°C) .. = 10,19 


Sr ~ 
@ a= 


Veranderungen in der Menge des verbrauchten Sauerstoffs fiir 
verschiedene GefaBe lassen sich nicht vermerken. 


Versuch 3. Der urspriingliche Sauerstoffpartialdruck ist erheblich 
verringert bei gleichzeitiger Zunahme des Tyrosingehalts, um Be- 
dingungen der pragnanten Sauerstoffinsuffizienz zu schaffen. 


Die Kurven, die auf Abb. 1 dargestellt sind (auf der Abszisse die 
urspriinglichen O,-Konzentrationen, auf der Ordinate die Menge des 
im Versuch verbrauchten Sauerstoffs (760 mm und 0°C), geben eine 
Vorstellung iiber den Charakter der Abhangigkeit der Oxydation von 
dem Partialdruck. 
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Tabelle II. 


363 


Tyrosin 0,047 g, Ferment bis !/;9, Versuchszeit 6 Stunden, Temperatur bei den 


Messungen 16°C, Barometerdruck 760 mm, Phosphatpuffer py 


6. 





Gripben 


m . a . . i Se . 
Menge des verbrauchten O, (760 mm 
und 0°C) . Ree See 
Menge des urspriinglichen O,-Gehalts 
inden Gefaben (760mm und 0°C) 


3,36 


Nr. der Gefiifbe 


» 


46.0 

44.8 

15,35 
8,55 


8,67 
0,47 


2,75 


3 
36,1 
35,2 
15,0 

7,32 
7.70 


0,34 
2,12 


4 


20,0 

20.0 

15,15 
6,50 


0 


1,i8 


Somit verandert sich die Geschwindigkeit der Oxydation nur dann, 
wenn der Partialdruck sich 30 bis 40 mm des Partialdrucks niahert. 
Das letztere 14Bt sich leicht nach dem Volumen des im GefaB nach der 
Reaktion zuriickbleibenden Sauerstoffs berechnen. 


Die folgende Serie der Versuche mit Oxydierung des Tyrosins bei 
pu = 8 mit Bildung des Melanins weist die Komplikation auf, daB die 
Endprodukte fiir uns unbekannt bleiben, auBerdem ist auch Bildung 
der Koblensiure méglich, die eine Adsorption bei den Méssungen er- 
fordert. Daher betrachteten wir diese Versuchsserie, als wir sie anstellten, 
als eine vorlaufige, die nur den summarischen ProzeB des Sauerstoff- 
verbrauchs durch die Oxydationsprodukte bei herabgesetztem Sauerstoff- 


partialdruck angibt. 


4 
Versuch 4. Ist unter optimalen Bedingungen fiir die Bildung 
brauner Pigmente bei erheblichem SauerstoffiiberschuB angestellt. 


Tabelle III. 


Tyrosin 0,0180 g, Ferment 1/;9, Versuchszeit bis 2 Stunden, Temperatur der 


Messung 15°C, Barometerdruck 760 mm, Phosphatpuffer py 


8. 





Grében 


P, . 
P, . 
+ 


n 


m gh an PN are 
Menge des verbrauchten 0, (760 mm 
und 0°C) . oY ebay as! iba) a 
Menge des urspriinglichen O,-Gehalts 

in den GefaBen (760mm und 0°C) 


76,0 
74,9 
99,8 
12,07 
12,22 


0,87 


5,60 


Nr. der Gefiife 


56,1 
55,2 
40,1 
10,48 
10,57 


0,68 
6,38 


3 


46,6 

45,5 

40,2 
9,22 
9,33 


0,74 


5,33 


36,4 

35,4 

40,2 
7,91 
7,98 


0,68, 


4,15 


20,6 

20,0 

40,2 
6,19 
6,24 


0.38 


2,35 
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Beim Vergleich der Kurve dieses Versuchs mit dem ersten und 
zweiten sieht man, daB sie etwas geneigt ist und sich umbiegt. 

Versuch 5 und 6 sind bei pragnant herabgesetztem urspriingliche) 
Gehalt des Sauerstoffs in den GefaiBen ausgefiihrt. 


Tabelle IV. 


Tyrosin 0,0362 g, Ferment */,;), Versuchszeit bis 6 Stunden, Temperatur de: 
Messung 16°C, Barometerdruck 779mm, Phosphatpuffer py = 8. 





Nr. der GefaiBe 
Griben —_——_—_——— —__—— —— 
: 3 4 


Reese sha ti : 57,9 | 48,0 | 380 | 218 6,4 
SERRE ee eae tae ere hae ee 56,5 458 | 364 | 201 6,4 
See eee 30, 30,0 29,7 | 300 301 | 295 
OG oe .... sf 661) 489) 451! 361! 811 
Menge des verbrauchten O, (760 mm 
und 0°C) SAS tere? 
Menge des urspriinglichen 0.-Gehalts 
(760 mm und 0°C) , 7,46; 530 435) 348 2,01) 0,58 


141; 0,85 1,04 0,74 0,45 0,0 


Tabelle V. 


Tyrosin 0,0470 g, Ferment 1/35, Versuchsdauer 6 Stunden, Temperatur der 
Messung 17°C, Barometerdruck 753mm, Phosphatpuffer pa = 8. 





Nr. der GefiBe 


GréBen 

a 6 

22.7 12,0 

21,3 | 12,0 

15,0 | 15,2 145 
Rice: erat cement ( ; 7,14 6,63 

Wiltg tag oes ota whee etek, S 73 10, 6 7,66) 6,77 5,45 

Menge des verbrauchten 0, (760 mm 

und 0°C). . ‘ 97 J 1,09, 0,48 


Menge des urspriinglichen (-Gehalts 
(760mm und 0°C) ...... 4,42 2,65 2,05 1,383 0,48 


In diesen beiden Versuchen zeigt die gréSten Veranderungen 
das GefaB 5 fiir den fiinften Versuch, fiir den Versuch 6 gewinnt die 
Kurve sofort einen abfallenden Charakter. Bei der Berechnung des 
Sauerstoffpartialdrucks, der Luft, die nach der Reaktion im Gefai 
zuriickgeblieben ist, erweist er sich im GefaB 5 (Versuch 5) und | 
(Versuch 6) etwa 35 mm. 

Vergleichen wir die Versuche 1 und 2 mit dem vierten und dem- 
entsprechend Versuch 3 mit dem Versuch 6, so sehen wir, daB in ein 
und derselben Zeit mehr Sauerstoff in den GefaBen aus der Serie mit 
pu = 8 verbraucht ist, d. h. bei der Bildung brauner Pigmente. Gleich- 
zeitig auBert sich auf diesen Verbrauchskurven deutlich auch die Ab- 
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hingigkeit von dem Sauerstoffpartialdruck, besonders erheblich ist 
sie beim Druck, der nah an 35 mm Sauerstoff ist. In den Bedingungen 





Tyrosin 























Abb. 1. 


der Oxydation in den Geweben scheint die fermentative Oxydierung 
praktisch von dem Sauerstoffpartialdruck unabhingig zu sein, wihrend 
der zweite ProzeB mehr von dem O,-Partialdruck beeinfluBt wird. 


Natiirlich tibt nicht allein die Spannung des Sauerstoffs, sondern 
auch die Konzentration des Substrats und eine Reihe anderer Faktoren 
einen EinfluB aus. Aber auf diese Fragen gehen wir hier nicht ein. 
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Fermente und Licht. XV. 


Von 


Ludwig Pincussen. 


Uber die Spaltung des Lecithins durch die Lecithase und 
Phosphatase des Priparates ,,Takadiastase“. 


Von 
Takeo Oya. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des staédtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 5. September 1929.) 


Unter den zahlreichen Fermenten, welche in der sogenannten 
Takadiastase enthalten sind, befinden sich auch solche, welche imstande 
sind, Lecithin aufzuspalten. Unter Leitung von Neuberg hat Akamatsu' 
festgestellt, daB die Glycerophosphatase der Takaphosphatase nicht nur 
die synthetisch bereitete Glycerinphosphorsiure, sondern auch die 
im Lecithin natiirlich vorkommende hydrolysiert. Als Ma8 der Spaltung 
diente die zunehmende Aziditét; in besonderen Versuchen wurde die 
anorganische Phosphorséure bestimmt und ihre Zunahme bei fort- 
laufender Spaltung festgestellt. 

In den nachfolgenden Versuchen wurde zunichst ohne Licht- 
einwirkung der EinfluB der Takadiastase auf ein Lecithin der Firma 
Merck gepriift, und zwar verfolgte ich die Spaltung nicht nur mit 
Hilfe der zunehmenden Aziditat, sondern ich isolierte die einzelnen 
Spaltprodukte des Lecithins und priifte zunichst durch die Fest- 
stellung, ob die zunehmende Aziditaét mit der Abspaltung des Cholins 
parallel geht, die Wirkung der Lecithase. 

Fir die Bestimmung der Aziditaét folgte ich den Angaben von 
Akamatsu, fiir die des Cholins benutzte ich eine im hiesigen Institut 
von Roman ausgearbeitete, demnichst zur Veréffentlichung gelangende 
Methode, mit der schon sehr kleine Mengen von Cholin, 15y und weniger 
quantitativ erfaBt werden kénnen. Diese Methode stiitzt sich auf die 


1 Diese Zeitschr. 142, 184, 186, 1923. 
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Angaben von Stanek}, der zur Isolierung ein Enneajodid des Cholins 
verwandte. Grundsatzlich wird so verfahren, daB die auf Cholin zu 
untersuchende Lésung mit Jodjodkalilésung versetzt und das mit 
eiskaltem Wasser ausgewaschene Perjodid in Chloroform gelést wird, 
worauf das Jod mit Thiosulfat titriert wird. 


Versuch 1. 


1,5 g Lecithin werden in 5cem Methylalkohol gelést und 100 ccm 
einer 0,75 °% igen Takadiastaselésung zugegeben. Es wird mit Wasser 
auf 200 ccm aufgefillt und 10 ccm Toluol zugefiigt. 

Kontrollversuch: 100cem der 0,75° igen Takadiastaselésung 
werden mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt und 10 cem Toluol zugefiigt. 

Zur Aziditétsbestimmung werden 10 ccm der Versuchslésung mit 
20 cem Alkohol versetzt und mit n/10 NaOH und Phenolphthalein als 
Indikator titriert. 

Zur Cholinbestimmung werden 10 ccm der Lésung mit 5ccm ge- 
sittigtem Barytwasser versetzt und tiber Nacht stehengelassen. Es 
wird dann durch ein trockenes Filter filtriert ; 5 cem des Filtrats werden 
mit einem Tropfen konzentrierter Schwefelsiure versetzt und mit 
Wasser auf 10 ccm aufgefillt. Es wird durch ein trockenes Filter 
filtriert und in 2 ccm des Filtrats das Cholin bestimmt. In der nach- 
folgenden Tabelle sind die Werte fiir je 10cem der Versuchs- und 
Kontrollésung angegeben. 





Fiir 10cem zur Neutralisation 
erforderliche n/10 NaOH 


Hauyt- 


Cholingehalt in 10cem Lisung 





Kontrolle Differenz Haupt- Kontrolle ab- 


versuch versuch gespaiten 

ecm ecm cem mg mg mg 
ae 0,9 0,4 0,5 0 0 0 
nach 1 Tage . 1,2 0,5 0,7 1,72 0 1,72 
. 3Tagen. 1,6 0,55 1,05 4,01 0 4,01 
aap. ene ae 1,8 0,7 1,10 5,24 0 5,24 
aa? * 2,1 0,80 1,30 6,96 0 6,96 
oa 2,1 0,85 1,25 7,72 0 7,72 
i 2.2 0,85 1,35 8.47 0 8,47 


Die Aziditatsprobe ist nicht ganz mit der von Akamatsu zu ver- 
gleichen, da die Versuchsbedingungen andere sind; im tibrigen gehen 
aber die Kurven ziemlich genau parallel. Die Cholinbestimmung erlaubt 
eine quantitative Bestimmung der Lecithasewirkung. In der 10-ccm- 
Probe sind 75mg Lecithin enthalten, aus denen theoretisch 11,7 mg 
Cholin abgespalten werden kénnen. Da in 10 Tagen 8,47 mg Cholin 
freigesetzt wurden, ist die Abspaltung also nicht vollstandig; sie betragt 


bh) 


72,4°%, der theoretisch méglichen Ausbeute. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 280, 1905: 48, 334, 1906. 





368 T. Oya: 


In einem zweiten Versuch wurde die Lecithinspaltung in ander: 
Weise gepriift, indem samtliche méglichen Spaltprodukte mit Ausnahn 
der Fettsdiuren bestimmt wurden, also Cholin, anorganischer Phospho: 
und organischer Phosphor. 


Versuch 2. 

1 g Lecithin wird in 5 ccm Methylalkohol gelést, dazu 50 cem eine: 
1°, igen Takadiastaselésung zugefiigt, mit Wasser auf 200 ccm auf 
gefiillt und 10 ccm Toluol als Desinfiziens zugegeben. 

Kontrollversuch. 50 ccm 1°,iger Diastaselésung + 5 ccm Methy| 
alkohol werden mit Wasser auf 200 aufgefiillt und ebenfalls 10 cen 
Toluol zugegeben. 

Die Proben werden nach sechs- und achttagigem Verweilen im 
Brutschrank bei 37° untersucht. 

Zur Bestimmung des anorganischen Phosphors wird eine Probe 
von 10ccm mit 5cem Magnesiamixtur versetzt, tiber Nacht stehen- 
gelassen und der Niederschlag abzentrifugiert. Der Niederschlag wird 
in Salzsiure gelést, mit Wasser auf 15 ccm aufgefiillt und filtriert 
In 2cem des Filtrats wird der anorganische Phosphor kolorimetrisch 
mit Molybdansaure-Hydrochinon bestimmt. 

Eine weitere Probe von 10 cem wird mit 5ccm gesattigter Baryt- 
lésung versetzt, tiber Nacht stehengelassen, auf 20ccm aufgefiillt 
und durch ein trockenes Filter filtriert. Im Filtrat wird Cholin und 
organischer Phosphor bestimmt. 

Zur Cholinbestimmung werden 2 ccm des Filtrats mit einem Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiure versetzt, auf 4ccm mit Wasser aufgefiillt 
und das Bariumsulfat abzentrifugiert. 2ccm der klaren Fliissigkeit 
werden mit Natronlauge neutralisiert und in der oben angegebenen 
Weise das Cholin' bestimmt. 

Die Bestimmung des organischen Phosphors ist eine Differenz- 
bestimmung, da das Filtrat nicht nur die ganze Menge des organischen 
Phosphors, sondern auch einen Teil des anorganischen Phosphors 
enthalt. Zur Bestimmung des Gesamtphosphors werden 10 ccm des 
Filtrats verascht, die Aschenlésung auf 25ccm mit Wasser aufgefiillt 
und in 2cem der Verdiinnung der Phosphor kolorimetrisch bestimmt 
Zur Bestimmung des anorganischen Phosphors werden 5ccem Filtrat 
mit einem Tropfen konzentrierter Schwefelsaure versetzt, auf 6 ccm 
mit Wasser aufgefiillt und in 4 cem der Phosphor ebenfalls kolorimetrisch 
bestimmt. Die Differenz zwischen dem Gesamtphosphor und dem 
anorganischen Phosphor ergibt den organischen Phosphor. Die Resultate 
des Versuchs sind, bei Doppelausfiihrung samtlicher Analysen, die 
folgenden, berechnet auf 10 ccm der Lecithinemuision. 

Unter den hier vorliegenden Bedingungen ist die Spaltung des 
Lecithins nicht so weit gegangen wie im ersten Versuch: es sind nur 
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Cholin Anorganischer Phosphor | Organischer Phosphor 

Zeit Haupt-| Kon- Diffe- Haupt- Kon-  Diffe- Haupt- Kon- Diffe- 
versuch| trolle renz | versuch trolle renz | versuch| trolle renz 

mg | mg mg mg mg mg mg mg mg 

6 Tage .. 3,66 0 3,66 1,613 | 1,387 | 0,226 | 6,614 | 5,957 0,657 
ee a 4,52 0 4.52 1,672 1,391 | 0,281 | 7,164 | 6,290 0,874 


etwas tiber 50°, des Cholins abgespalten. Um die Art der Spaltung 

zu priifen, berechnete ich das Verhaltnis von Cholin zu Phosphor. Dieses 
121 

betragt im Lecithinmolekiil 31 > 3,9. Aus den obigen Versuchen 

ergibt sich dieses Verhaltnis: 


h 6 T — 4.1 

nach 6 Tagen zu oem = *l: 
4,52 

nach 8 Tagen zu — = 39. 
1,155 


Es geht also die Abspaltung des Cholins parallel der des Gesamt- 
phosphors (organischer +- anorganischer Phosphor). Andererseits gibt 
die Berechnung der vom sechsten bis achten Tage abgespaltenen Cholin- 
mengen und der abgespaltenen anorganischen Phosphormengen ein 
Urteil dariiber, ob die Lecithasewirkung, gemessen an der Cholin- 
abscheidung, und die Phosphatasewirkung gemessen an der Bildung 
von anorganischem Phosphor aus organischer Bindung, miteinander 
parallel gehen. Berechnet man die Zunahme aus den Quotienten der 

59 

gebildeten Mengen, so ergibt sich fiir die Lecithase aes = 1,23, fir 
0,281 el caret pad 

0.296 ~ 1,25; im tibrigen geben, was als 
Kontrolle dienen mag, die entsprechenden Werte fiir den organischen 
0,874 
0,657 
den genannten Versuchsbedingungen bei dem px 6,6 die Wirkung 
der Lecithase und der Phosphatase der Takadiastase parallel geht. 

In weiteren Versuchen wurde gepriift, ob die Wirkung von ultra- 
violettem Licht auf Takadiastase die Lecithase und die Phosphatase 
dieses Fermentgemisches gleichmaBig beeinfluBt. 


den anorganischen Phosphor 


Phosphor : = 1,32. Aus diesen Zahlen ergibt sich also, da unter 


Versuch 3. 

Takadiastaselésung 0,1 °,ig: 1 Teil wird 30 Minuten im Wasserbad 
bei 14° in 15cm Entfernung mit einer Quecksilbertauchlampe bei 
4 Amp. und 130 Volt bestrahlt, ein anderer Teil unbestrahlt gehalten, 
pu der Takadiastase 6.6. 


Biochemische Zeitschrift Band 215. 4 





T. Oya: 


Hauptversuch 0,25 g Lecithin in 1 ecm Methylalkohol gelést und 
30 cem belichtete Diastaselésung und 5ccm Toluol zugefiigt. 

Kontrollversuch 1. 0,25 g Lecithin in 1 cem Methylalkohol gelést 
30cem unbelichtete Diastaselésung und 5 ccm Toluol zugegeben 

Kontrollversuch 2. leem Methylalkohol + 30 ccm _belichtete 
Diastaselésung + 5cem Toluol. 

Kontrollversuch 3. lecm Methylalkohol + 30 ccm unbelichtete 
Diastaselésung + 5cem Toluol. 

Bestimmt wird als Ma8 der Lecithase die abgespaltene Cholinmenge. 
als MaB der Phosphatase der anorganische Phosphor nach oben an- 
gegebenen Methoden. Samtliche Proben bleiben 3 Tage im Brutschrank 
bei 37°. 

In den nachfolgenden Tabellen sind die Werte fiir 10 ccm der 
angewandten Lésung angegeben. Der Versuch wurde zweimal in gleicher 
Weise ausgefiihrt. 

Versuch 3 A. 





Hauptversuch _ aes Siti 
(Licht) I Ul ll 


mg mg mg 





Cholin abgespalten . . 0,593 | 19338 | 0 0 
Anorgan. Phosphor. . 0,845 0,951 0,821 0,821 


Hieraus ergibt sich, unter Abzug der in der Diastase vorhandenen 
Phosphormengen, in der 10-ccm-Probe eine Abspaltung von 0,130 mg 
anorganischem Phosphor durch die unbelichtete, 0,024 mg durch die 
belichtete Diastase. Von Cholin sind durch die unbelichtete Diastase 
1,933 mg, durch die belichtete 0,593 mg abgespalten. Das Verhaltnis 
der durch unbelichtete und belichtete Diastase abgespaltenen Cholin- 
mengen betragt 3,2, das der anorganischen Phosphormengen 5,4. Es 
ist also die Lecithase durch Licht weniger geschadigt worden als die 


Phosphatase. 
Versuch 3 B. 





Kontrollversuch 





Hauptversuch |} I Il 


mg | mg mg 


0.534 1.936 0 ; 


Abgespaltenes Cholin . 
Anorgan. Phosphor. . 0,839 0,964 0,835 0,835 


In diesem Versuch betraigt also die Menge der durch belichtete 
Diastase aus dem Lecithin abgespaltenen anorganischen Phosphorsaure 
0,004 mg, der durch unbelichtete Diastase abgespaltenen 0.129 mg. 
Das Verhiltnis betragt 32, wahrend das Verhaltnis der durch unbelichtete 
und belichtete Diastase abgespaltenen Cholinmengen 3,6 betragt. 
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In diesem Versuch ist also die Schidigung der Phosphatase im 
Verhaltnis zu der der Lecithase noch erheblich deutlicher. 

Es ergibt sich aus beiden Versuchen, daB in einer Takadiastase- 
lsung bei einem pg von 6,6 die Phosphatase durch ultraviolettes Licht 
erheblich starker geschadigt wird als die Lecithase. Im Zusammenhang 
mit friiheren Feststellungen an bestrahlten Fermenten, daB die Licht- 
wirkung am starksten beim optimalen py des Ferments ist, muB aus 
diesen Versuchen geschlossen werden, daB ein py von 6,6 einen fiir die 
Phosphatase der Takadiastase giinstigen pq darstellt, wiaihrend das 
Optimum der Lecithase augenscheinlich von diesem py weiter entfernt 
liegt. Genaueres iiber den optimalen pg 1a8t sich natiirlich aus diesen 
Versuchen nicht schlieBen. 

In einem letzten Versuch wurde gepriift, wie die Inaktivierung 
der Lecithase der Takadiastase verlauft. 


Versuch 4. 


Takadiastaselésung 0,1 °,ig, pa 6,6. Ein Teil der Lésung als Kon- 
trolle belassen, ein Teil mit der Quarztauchlampe bei 14° wie bei Versuch 3 
30 Minuten bestrahit, ein anderer Teil ebenso 60 Minuten lang. 

Hauptversuche. 0,25 g Lecithin in 1 cem Methylalkohol gelést, 
30 cem belichtete Diastaselésung +- 5 ccm Toluol zugefiigt. | 

Kontrollversuch. 0,25 g Lecithin in 1 cem Methylalkohol gelést, 
30cem unbelichtete Diastaselésung und 5ccm Toluol zugegeben. 

Lésungen 3 Tage im Brutschrank bei 37° gehalten. 





Bestrahlungszeit : 30 Min. 60 Min. 
»..};. {| Hauptversuch. ... . 0,582 0,177 
Cholin \ Kontrollversuch . . . . 1,875 1,875 


Es betragt demnach der Prozentsatz abgespaltenen Cholins durch 
die belichtete Probe im Vergleich zur unbelichteten Probe 32°/, nach 
30 Minuten Bestrahlungszeit, 10,6 °,, nach 60 Minuten Bestrahlungszeit. 
Es werden also in 30 Minuten rund zwei Drittel der vorhandenen Lecithase 
inaktiviert; von dem iibrigbleibenden Drittel werden in den nachsten 
30 Minuten ebenfalls zwei Drittel inaktiviert, so daB nur noch ein Zehntel 
der Menge beim Kontrollversuch iibrigbleibt. Die Wirkung der Strahlung 
ist also in der Zeit der Beobachtung eine ganz gleichmabige: sie folgt 
dem Gesetz fiir eine Reaktion erster Ordnung. 


24 * 





Uber Verinderungen des Stoffwechsels unter Bestrahlung. VI. 


Von 


Ludwig Pincussen. 


Verinderungen der Leber-Autolyse bei bestrahlten Tieren. 


Von 


Toshie Iwatsu. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 5. September 1929.) 


Wie Untersuchungen aus diesem Laboratorium wie auch von 
anderer Seite gezeigt haben, wird nicht nur der Mineralstoffwechse| 
durch Licht in erheblichem MaBe beeinflu8t, sondern es finden sich 
auch zum Teil sehr erhebliche Abwandlungen des Stoffwechsels der 
organischen Substanzen. So wurde friiher gezeigt, daB der Stoffwechse| 
der Kohlehydrate, der Purine und der Fette durch Bestrahlung teils 
gesteigert, teils in andere Bahnen gelenkt werden kann (1). Auch der 
EiweiSstoffwechsel zeigt, gemessen an den Ausscheidungen, unter ge- 
wissen Verhiltnissen deutliche Verainderungen, welche auch zum Teil 
aus dem Blute erschlossen werden kénnen. Schon 1913 konnte 
Groppler (2) unter Leitung von Pincussen eine erhebliche Zunahme 
von eiweiBspaltenden Fermenten im Blute nach der Bestrahlung der 
Versuchstiere erweisen, eine Erscheinung, welche auf das unter Be- 
strahlung erhéhte Zugrundegehen von Ké6rperzellen und die damit 
Hand in Hand gehende Freisetzung von Fermenten zuriickgefiihrt 
wurde. 

Um diesen Erscheinungen nachzugehen, schien es aussichtsvoll 
die Autolyse der Leber unbestrahlter und bestrahlter Tiere mit- 
einander zu vergleichen. Es ist wohl anzunehmen, daB die Starke der 
Leberautolyse in einer gewissen Abhangigkeit von dem Zustand der 
Leberzellen steht und daB die autolytische Zerstérung gréSer ist, wenn 
die Leberzellen schon auf irgendeine Weise vorher geschwacht waren 
Wie in jedem Organ, mausern sich auch sicherlich die Zellen der Leber, 
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und es werden, auch nach der Herausnahme der lebendfrischen Leber. 
zunichst die Zellen der Autolyse anheimfallen, welche auch sonst in 
erster Linie zur Zerstérung vorbestimmt waren Es fragte sich nun. 
ob und inwieweit durch Bestrahlung hierin Anderungen stattfinden. 
dh. also, ob die Autolyse quantitativ verandert ist und ob sie sonstige 
Abweichungen vom gewoéhnlichen Verlauf zeigt. 

In diesem Sinne wurden drei Reihen von Versuchen an weiben 
Kaninchen angestellt. Wahrend eine Gruppe von Tieren dazu diente, 
die Autolyse unter gewéhnlichen Verhaltnissen, also ohne Bestrahlung 
ablaufen zu lassen, wurden zwei Gruppen der Bestrahlung unterworfen, 
und zwar mit der gleichen Lichtquelle, einer Quarzlampe, die bei 
220 Volt Spannung und einer Stromstarke von 5 Amp. brannte, wobei 
die Entfernung zwischen Lampe und dem Tier 15cm betrug. Die 
Bestrahlungen dauerten in allen Fallen 30 Minuten. Bei der ersten Gruppe 
der bestrahlten Tiere war am Riicken eine Stelle von etwa25qem kurz 
geschnitten, so daB nur eine verhaltnismaBig geringe Strahlenmenge 
nicht das Fell zu passieren brauchte, wahrend bei den bestrahiten 
Tieren der Gruppe 2 der ganze Riicken kurz geschoren war. In allen 
Fallen wurden die bestrahlten Tiere eine Stunde nach Beendigung der 
Bestrahlung durch Entbluten aus der Carotis unter Wahrung der 
Asepsis getétet. Es wurde dann sofort geéffnet, die Leber steril heraus- 
genommen, ebenfalls steril fein zerkleinert und 20g in 150 ccm 
Chloroformwasser tiberfiihrt, wobei nach den klassischen Angaben von 
Salkowski verfahren wurde. Eine Pufferung, wie sie Rona und Mislo- 
witzer fiir ihre Autolysestudien mit Erfolg anwandten, war fiir unsere 
Versuche nicht erwiinscht. 

Im Autolysebrei wurde sofort, nach 24- und 48stiindigem Stehen 
im Brutschrank, der Gesamtstickstoff, der Reststickstoff, Aminostick- 
stoff und Harnstoffstickstoff sowie der pay bestimmt. Im einzelnen 
wurden die Bestimmungen folgendermaBen ausgefiihrt : 

Der Gesamtstickstoff wurde nach der im Institut tiblichen Methode 
(Mikrokjeldahl) bestimmt, indem 1 ccm des gut durchgemischten Breies 
mit 3 cem Wasser vermischt und davon | ccm zur Bestimmung verwandt 
wurde. 

Zur Bestimmung des Reststickstoffs! wurde mit Wolframsaure 
nach Folin enteiweiBt und im Filtrat der Stickstoff bestimmt. 

Der Aminostickstoff wurde im Wolframsaurefiltrat nach Folin 
bestimmt, nachdem das Ammoniak durch Permutit entfernt war. 

Die Bestimmung des Harnstoffs erfolgte nach der Xanthydrol- 
methode von Fosse. 


1 Unter Reststickstoff werden die bei der angewandten Enteiweilung 
nicht koagulierenden N-haltigen Stoffe verstanden. 
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30ccm der Aufschwemmung werden mit 6ccm Trichloressigséure, 
40% ig, versetzt. Das Gemisch kommt einige Minuten in ein siedend 
Wasserbad, wird dann abgekiihlt und bis zur Marke 45 mit Wasser aufgefiillt 
Vom Filtrat wurden 15 ccm zur Bestimmung genommen. Es wurden 10 cen 
Kisessig und darauf 1 cem einer 5%igen methylalkoholischen Xanthydro! 
lésung unter Umriihren zugefiigt und dieselbe Menge nach 10 Minute: 
Stehenlassen nochmals zugegeben. Nach zwei- bis dreistiindigem Stehen 
wird abzentrifugiert, die iiberstehende Lésung abgenommen, ungefah: 
20 ccm Methylalkchol zum Riickstand zugegeben, mit einem feinen Glas 
stabchen verriihrt und nun durch ein Jenaer Filtergerét, dessen Oberflach« 


mit wenig Asbest bedeckt ist und dessen Gewicht vorher festgestellt wurde. 
filtriert. Es wurde im Filter nochmals mit Methylalkohol gewaschen, im 


Trockenschrank getrocknet, in den Exsikkator iiberfiihrt und gewogen 


Samtliche Analysen wurden doppelt ausgefiihrt. 


Die Bestimmung des py erfolgte in der Mikro-Chinhydronelektrode 


von Pincussen (3). 

Nachfolgend zunachst die Bestimmungen bei den einzelnen Tieren. 
geordnet nach Gruppen. Samtliche Werte sind berechnet auf 100 ccm 
des Autolyse-Chloroformbreies. 


Gruppe I. Unbestrahlte Tiere. 





Gesamt-N Rest-N Amino-N Harnstoff-N 

mg ng mg : mg PH 
Versuch I. 

Sefert...... 343.1 31,1 10,0 2.5 7,09 

Nach 24 Std. . 343,1 58.9 14,8 3,9 6,56 

jot a ag 343.1 704 13.1 4.2 6.50 
Versuch II. 

Soros. . .-. 365,6 27.0 10,0 2,7 7,30 

Nach 24 Std. . 365,6 55,3 13,8 5,1 7,02 

gs Sy 365,6 63,8 13,8 5,3 7,02 
Versuch II. 

Bee is 353,0 28.0 9,7 4.0 7,52 

Nach 24 Std. . 353,0 56,7 12,7 4.6 7,02 

ag 353,0 62.3 14,5 5,2 7,02 
Versuch IV. 

es. a 354,2 33,7 11,2 3,8 7.13 

Nach 24Std. . 354,2 56,6 14,7 44 6,70 

ges 354,2 59,8 14.9 4,3 6,70 
Versuch VY. 

Sofort 2... 350,0 30,6 8,1 2,1 6.99 

Nach 24Std. . 350,0 57,4 13,4 4.0 6.84 

eit tae 350.0 60,2 12.5 4.6 6.81 
Versuch VI. 

SO Se 274.8 25.0 7,6 6,2 7.24 

Nach 24 Std. . 274,8 60,2 14,5 8.6 6,92 

274.8 65.4 13.7 8.6 6.81 


” 
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Da bei den Lichtversuchen die Tiere zum Teil vollstandig ab- 
geschoren waren, wurden auch einige Versuche an unbelichteten Tieren 
angestellt, welche 114 Stunde vor dem Téten am Riicken kurz ge- 


schoren worden waren. 


Gruppe II. 





Gesamt-N 


mg 
Sees ae 308 
Nach 24 Std. . 308 
S- See 308 
Sofort . 296.8 
Nach 24 Std. . 296.8 
= 296.8 


Rest-N Amino-N 
mg mg ing 


Versuch VII. 


26,6 10,1 1,2 
54,6 13,3 1,6 
60,1 14,3 2,5 


Versuch VIII. 


25,9 10,0 2,8 
49,2 12,9 3,9 
56,6 15,5 4,8 


Gruppe ITI. 


Harnstoff-N 


Pu 


6,97 
6,88 
6,80 


7,20 
6,80 


6,67 


Belichtete Tiere mit kleiner, kurz geschorener Stelle am Riicken. 





Gesamt-N 


mg 

Sofort . 323.6 
Nach 24 Std. . 323.6 
ee Ss 323.6 
Sofort . : 424.3 
Nach 24 Std. . 424.3 
a: 4243 
Sofort . 350.2 
Nach 24 Std. . 350,2 
ee 350,2 
RR ag a os 367.7 
Nach 24 Std. 367,7 
Sen 367.7 


Rest-N Amino-N 
mg mg mg 


Versuch IX. 


27,0 9.8 3,0 
59.5 13,7 4.8 
68,0 12,9 4.6 


Versuch X. 


30,2 8,4 2,2 
55,2 14,4 3,3 
64,2 14,8 3,7 


Versuch XI. 


25,9 8.4 2.8 
92,8 15.4 7,5 
113.7 15,7 9,1 
Versuch XII. 

25,9 8.9 2.1 
52,3 13,2 4.2 
71,8 12,4 42 


Harnstoff-N 


PH 


~I 
bo 
~I 


7,06 


6,88 


6.97 
6,81 


6.63 


7.30 
6,99 
6,39 


7,20 
6.64 
6,24 
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Gruppe IV. Bestrahlte Tiere mit ganz geschorenem Riicken. 





Gesamt-N | Rest-N Amino-N Harnstoff-N 
mg mg mg mg PH 


Versuch XIII. 
eee | 372,3 22,0 9,4 
Nach 24 Std... | 372,3 45,1 11,9 
Ae eRe 872.3 50,0 11,4 


Versuch XIV. 
Sofort.... 266,0 24,8 10,9 
Nach 24 Std. . 266,0 30,8 13,9 
oe ea 266.0 36,7 12,4 
Versuch XV. 
a | 303,5 27,3 9.6 
Nach 24 Std. . | 303,5 43,7 13,0 
i haa ag 303,5 49,7 14,0 
Versuch XVI. 
Gofert... «.... 374,4 26,6 10,7 
Nach 24 Std. . 374,4 33,3 15,2 
me. ae 374,4 40,3 13,9 


Ein Vergleich der verschiedenen Gruppen kann auf verschiedene 
Weise erfolgen. Man kann entweder einfach die Mittelwerte jeder 
Gruppe nehmen, indem man das arithmetische Mittel der entsprechenden 
Zahlen einer Gruppe benutzt, oder man kann auch die Mittelwerte nach 
der bekannten Streuungsformel berechnen. Die nach diesen beiden 


Methoden gewonnenen Ergebnisse weichen kaum voneinander ab, so 
da8 wir uns damit begniigen werden, einfach das arithmetische Mitte] 
zu benutzen. Es ergibt sich dann folgendes. 


Gruppe 1. Normaltiere. 





Rest-N | Amino-N Harnstoff-N 





Gesamt-N germany ng me Ir ct FEA REE SE > 
4 sofort 24 Std. 48 Std.) sofort 24 Std. | 48Std.| sofort 24 Std. 48 Std. 


mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg 
360 29.2 57,5 | 63,8 9,4 14.0 13,8 3,6 5,1 5,4 


Die Zunahmen der einzelnen Fraktionen betragen gegeniiber dem 
Anfangswert 
98% 118% 49% 47% 42% 50% 


Gruppe II. Unbestrahlte, geschorene Tiere. 





Rest-N I Amino-N Harnstoff-N 


Ges t-N | 5 me ee ee ae a ee 
— sofort | 24 Std. | 48 Std. sofort | 24 Std. 48 Std. |) sofort | 24 Std. | 48 Std. 


mg mg mg | mg mg mg mg mg mg mg 


303 26,3 | 519 583 100/131 149 20 27 37 





Die Zunahmen gegeniiber den Anfangswerten waren 
97% 121% 31% 49% 35% 85% 
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Gruppe LI. Bestrahlte, wenig geschorene Tiere. 





Rest-N || Amino-N Harnstoft-N 


Deal oo a ee . . 
sofort 24 Std. 48 Std. sofort | 24 Std. 48 Std sofort 24 Std 48 Std 
mg mg mg mg mg mg mg mg mg mg 

| 


364 27,3 | 64,9 | 79,4 8,9 14,2 | 14,0 2,5 5,0 5,4 





Gesamt-N 


Die Zunahmen gegen die Anfangswerte betrugen 
137% 190% 60% 58% 100% 117% 


Gruppe IV. Bestrahlte, geschorene Tiere. 





Rest-N Amino-N Harnstoff-N 


sofort 24 Std. | 48 Std. sofort 24 Std. 48 Std.|| sofort | 24 Std. | 48 Std. 
mg mg mg mg mg mg mg || mg mg mg 


315 26,4 | 381 445 103 134 | 13.0 2,1 2,4 2.8 





Gesamt-N 


Die Zunahmen gegeniiber den Anfangswerten betrugen 
44% 68% 30% 26% 4% 33% 


Es ist aus diesen Zusammenstellungen ohne weiteres ersichtlich, 
daB die Zunahmen an Reststickstoff insgesamt ebenso wie an den 
einzelnen Komponenten desselben fiir die verschiedenen Gruppen 
charakteristisch verschieden sind. Wahrend sich fiir die normalen 
unbestrahlten Tiere sowie auch fiir die geschorenen normalen Tiere 
Unterschiede wesentlicher Art nicht ergeben, zeigen die Autolysenwerte 
bei den bestrahlten Tieren sehr erhebliche Abweichungen. Im Gegensatz 
zu dem, was man vielleicht erwarten konnte, namlich daB die Zahlen 
bei den mehr oder weniger stark bestrahlten Tieren in derselben Richtung 
liegen und nur in ihrer GréBenordnung verschieden sind, ergibt sich, 
daB die Menge des unkoagulierbaren Stickstoffs bei den schwach be- 
strahlten Tieren sehr erheblich gegeniiber den Kontrollen zunimmt, 
daB dagegen bei den geschorenen, stark bestrahlten Tieren die Autolyse 
viel langsamer ablauft und daB die Werte des unkoagulierbaren Stick- 
stoffs sowohl nach 24 wie nach 48 Stunden weit hinter denen der Kon- 
trollen zuriickbleiben. Das gilt auch fiir die Komponenten des Rest- 
stickstoffs. In den py-Werten sind irgendwelche charakteristischen 
Anderungen fiir die verschiedenen Gruppen nicht festzustellen. Die 
mit der zunehmenden Saurebildung eintretende Verschiebung blieb 
in der Versuchszeit in maBigen Grenzen; die héchste Abweichung 
nach 48 Stunden betrug eine Einheit gegeniiber dem Anfangswert. 
In keinem Falle war ein Zusammenhang zwischen Sauerung und Abbau 
festzustellen. 


Die Verteilung der untersuchten Fraktionen des Reststickstoffs 
zeigt ebenfalls gewisse Abweichungen, die aber nicht so durchsichtig 
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sind. In nachfolgender Aufstellung sind die prozentischen Zahle) 
angegeben, welche das Verhiltnis des Reststickstoffs, des Aminostickstoft- 
und des Harnstoffstickstoffs zum Gesamtstickstoff zeigen und andere 
seits den prozentischen Gehalt des Reststickstoffs an seinen Fraktione 
Harnstoffstickstoff und Aminostickstoff. 





Reststickstoff Aminostickstoff Harnstoffstickstoft 


sofort 24Std. 48 Std. sofort 24 Std. 48 Std sofort 24 Std. 48 St 


Gruppe I. 
%d.Gesamt-N | 8,0 15,9 | 17,7 2.3 3.9 3.8 
% . Rest-N.. =~ ~- 32 24 21,5 | 1 


at 
we 


Gruppe II. 


°%, d.Gesamt-N |) 8.5 17,1 | 19.8 1 838 43 4.9 0,7 0,9 1.2 
oo, , Rest-N..| — — — || 88 25.2 25,6 7.6 5.2 6.4 


Gruppe II. 
% d. Gesamt-N if 21,8 2.45! 3,9 
% . Rest-N. . - -— - 33,5 | 22,0 1 


~I 
or 
a 
~I 
r=) 
~& 
or 


~10 


6.8 


Gruppe IV. 
%d.Gesamt-N 84 121 14,1 3,25! 4,25; 4,15 0,66 0,76 0,89 
% , Rest-N..| - — — 39 35,5 | 29,5 7.9 6,8 6,3 


Wenn man diese Tabellen iibersieht, ergibt sich zunichst einmal. 
daB die prozentuale Menge des Reststickstoffs, wie sich aus den vor- 
herigen Tabellen schon ersehen ]4Bt, bei den beiden Gruppen der un- 
bestrahlten Tiere in gleicher Weise zunimmt, wihrend bei den stark 
bestrahlten Tieren die Zunahme erheblich geringer, bei den schwach 
bestrahlten deutlich héher ist. Die Menge des Aminostickstoffs nimmt 
im Verhaltnis zun, Gesamtstickstoff iiberall zu, im Verhaltnis zum Rest- 
stickstoff dagegen ab: es wird also weniger Peptonstickstoff zu Amino- 
siuren im Verlauf der Autolyse abgebaut, wenn man nicht annehmen 
will, daB bei langerer Zeit eine anderweitige Veranderung des Amino- 
stickstoffs Platz greift. Die prozentuale Abnahme ist am geringsten 
bei den stark bestrahlten, geschorenen Tieren, am gréBten bei den 
schwach bestrahlten, waihrend die unbestrahlten Kontrolltiere eine 
Mittelstellung einnehmen. Die Harnstoffzahlen sind verhaltnismabig 
klein: hier lassen sich deutliche Differenzen kaum herauslesen; auffallig 
ist der gleiche Verlauf bei den stark bestrahlten, geschorenen Tieren 
der Gruppe IV und den geschorenen unbestrahlten Tieren der Gruppe I 


is bleibt bei allen Analysen ein groBer Teil des Reststickstoffs 
welcher durch die Fraktion Aminostickstoff und Harnstoffstickstoft 
nicht erfaBt ist und der wahrscheinlich héheren EiweiBabbauprodukten 
also wohl im wesentlichen Pepton entspricht. Diese nicht definiert: 
Menge des Reststickstoffs betragt : 
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Sofort Nach 24 Std Nach 48 Std 
9 "lo °'o 
Bei Gruppe I 55,7 66,1 70 
2 * Ce 54,4 69.6 68 
. - 58,3 60,3 75,5 
r. IV 53,4 58,2 64,2 


Es zeigt sich also, wie auch schon die vorige Ubersicht lehrt, daB 
bei den stark bestrahlten, geschorenen Tieren der Abbau am weitesten 
gegangen ist und hier die geringste Menge von héheren Abbauprodukten 
vorhanden ist. Im Gegensatz hierzu ist bei der Gruppe der schwicher 
bestrablten Tiere zwar die Menge Reststickstoff am héchsten, der 
Prozentsatz an tiefen Spaltprodukten am geringsten, so daB also hier 
der Abbau im wesentlichen nur bis zu den Peptonen geht. Es ist also 
in allen Fallen ein sehr deutlicher Unterschied im autolytischen Abbau 
bei wenig und bei stark bestrahlten Tieren. Anders ausgedriickt heibt 
das, dafs bei schwacher Bestrahlung eine gréBere Zahl von Zellen bis 
zu héheren EiweiBabbaustufen gespalten wurde, daB aber nach starker 
Bestrahlung bei der Autolyse weniger Zellen abgebaut werden, diese 
aber in gréBerer Menge bis zu den Endprodukten, den Aminosiuren. 


Es ist sehr schwierig, eine Erklarung dieser zunichst sehr seltsam 
anmutenden Resultate zu geben. Das Resultat bei schwacher Be- 
strahlung entspricht, wenigstens was den Reststickstoff betrifft, dem, 
was unter Bestrahlung eigentlich erwartet wurde, nimlich einer er- 
héhten Zerst6rung von Zellen, die durch den Einflu8 der Bestrahlung 
geschwacht waren. Es wiirde das bedeuten, da® bei der Zufiihrung 
der hier in Frage kommenden, Strahlenenergie die Mauserung der 
Leberzellen gesteigert war.’ Zellen, welche leicht autolysieren, sind 
augenscheinlich solche, welche auch beim Verbleib im Organismus zum 
baldigen Absterben vorbestimmt waren. Es ware nun zunichst an- 
zunehmen, daB durch stirkere Bestrahlung dieser ProzeS gesteigert 
wire, daB also noch mehr Zellen, im Organismus geschwacht, der Autolyse 
leichter anheimfallen wirden. Bei Réntgenbestrahlung werden ahn- 
liche Erscheinungen bekanntlich beobachtet. Unsere Versuche ergeben 
eindeutig, daB die Zunahme des Reststickstoffs bei starkerer Be- 
strahlung erheblich vermindert ist. Hierfiir sind zwei Erklarungen 
méglich. Entweder wurden durch die Strahlung die zur Mauserung 
bestimmten Zellen schon im Organismus in der Zeit bis zur Tétung 
so weit abgebaut, daB in dem zur Autolyse entnommenen Organ nur 
noch sehr wenig geschwichte Zellen vorhanden sind, — hier gegen 
spricht, daB bei Anfang der Bestrahlung die Reststickstoffwerte bei be- 
strahlten und unbestrahlten Tieren gleich waren, — oder es ist eine gewisse 
Verfestigung der Zellen durch die Strahlenwirkung eingetreten, welche 
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die fermentative Zellzerstérung nicht zur Auswirkung kommen 1aBt 
Eine Entscheidung, welcher dieser Mechanismen hier in Frage kommt 
ist vor der Hand nicht méglich. Einige Tatsachen kénnten im Sinne dex 
zweiten Deutung ausgewertet werden. Wie von Loewy und Pincussen (4 
festgestellt worden ist, kann der Calciumgehalt der Leber unter Be 
strahlung nicht unerheblich zunehmen, und es ware nicht ausgeschlossen 
daB dieses Calcium in den Zellen irgendwelche Verfestigungen bewirkt 
die nun die Leberzellen widerstandsfahiger machen. Hierbei miibte es 
sich aber nur um solche Zellen handeln, die noch durchaus leistungs- 
fahig sind; den anderen kommt dieser Schutz nicht zugute und sie 
werden bis zu den Grundstufen abgebaut. Der Erfolg der Bestrahlung 
wiirde also nach dieser Hypothese eine Erhaltung der lebenskraftigen 
Zellen, ein schneller und tiefer Abbau der lebensschwachen Zellen sein. 
wogegen schwichere Bestrahlung eine gréBere Anzahl] Zellen zum 
langsamen Abbau bringt. 


Zusammenfassung. 

Die Autolyse der Leber bestrahlter Kaninchen zeigt gegeniibe: 
der unbestrahlter Tiere gewisse, von der Art der Bestrahlung abhangige 
Unterschiede. Wahrend bei schwacher Bestrahlung die Autolyse ge- 
steigert ist, im wesentlichen aber zu héheren Abbauprodukten fihrt. 
ist bei starker Bestrahlung die Autolyse relativ vermindert, fiihrt aber 
in héherem Mafe zu tiefen Abbaustufen. 
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1) L. Pineussen, Handb. d. Biochem. 7, 246ff., 1927. —- 2) Groppler, 
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4) A. Loewy und L. Pineussen, ebendaselbst 212, 22, 1929. 
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Gehalt an Vitamin D in den Fetten einiger Fische. 


Von 


S. N. Matzko. 


(Aus dem Institut fiir Ernahrungsphysiologie des Volksgesundheits- 
kommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 7. September 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorigen Mitteilung sind die Ergebnisse der Untersuchungen 
der Unterhautfette von Meeressiugetieren beschrieben worden}. Die 
vorliegende Untersuchung ist auf den Vorschlag von Professor 
M.N. Schaternikoff an den Fetten des Neunauges, der Plétze und des 
Zanders ausgefiihrt worden. Alle untersuchten Fette sind von der 
Astrachaner wissenschaftlichen Fischereistation auf folgende Weise 
erhalten worden: 

Das Fett des Neunauges? (Caspiomyzon wagneri) wurde durch 
Auspressen des gebratenen Neunauges und Entfernen von festen Fetten 
in der Kalte (— 5° C) erhalten. Der erhaltene fliissige Teil des Fettes, 
der zur Untersuchung dierite, hatte folgende konstante GréBen: 





Spez. Gew. Verseifungs- 


Farbe Geruch bei 20° C Saurezahl koeffizient Jodzahl 
duukel- | des gebratenen| 07,9219 2,21 189,9 133,7 
gelb Fisches 


Das Fett des Zanders (Lucioperca ZL.) wurde aus den inneren 
Speckablagerungen, welche die Gedarme bedecken (aus den frischen 
Eingeweiden), erhalten. Die Speckmassen wurden erst mit kaltem 
Wasser abgewaschen, darauf mit heiBem (50 bis 70°C) Wasser ab- 
gebriiht, wonach das aufgeléste Fett gesammelt wurde. Der feste Teil 


1 S. N. Matzko, diese Zeitschr. 218, 391, 1929. 

2 Die Herstellungsmethode der Fette sowie ihre konstanten GréBen 
sind uns von der Astrachaner wissenschaftlichen Fischereistation mitgeteilt 
worden. 
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des Fettes wurde durch Abkiihlen (— 5° C) entfernt. Das auf solch 
Weise erhaltene Fett wies folgende konstante GréBen auf: 





Zahl von 


Spez. Gew. - Versei s- 
pe z. Gew Saurezahl erseifungs we... BW2 
i - ze 


vei 20° C koeffizient Jodzahl 


Farbe 


hellgelb |  0,9234 9,64 194,8 151,4 1,51 


Besonders auffallend ist die hohe Saurezah] (9,64), die wahr- 
scheinlich auf Fettzersetzungsprozesse zuriickzufihren ist. 

Das Fett der Plétze (Rutilus rutilus caspicus) wird auf analoge 
Weise gewonnen, nur mit dem Unterschiede, da8 zur Fettverarbeitung 
die Eingeweide insgesamt (Gedirme, Magen, Leber, Herz) verwendet 
wurden, also nicht der innere Speck allein. 


Das erhaltene fliissige Fett hatte folgende Konstanten: 





Zahl von 


pez. Gew Saurezahl Verseifungs pe. 


Farbe bei 20° C koeffizient 


Jodzahl 


hellgelb 0,9198 6,07 193,2 114,5 1,15 


Die erhaltenen Fette wurden in unserem Laboratorium erst bei 
Zimmertemperatur, darauf in dem Keller bei niedriger Temperatur 
aufbewahrt. Die Fette wurden in der Regel von der Grundnahrung 
gesondert verabreicht, und zwar wie bei prophylaktischen Versuchen 
so auch bei Heilversuchen in der gleichen Menge, 0,15 g tiaglich. Die 
am Ende der Abhandlung angefiihrte Tabelle gibt diese Menge in 
Prozent der von jeder Ratte verzehrten Nahrung an!. 


Die bei der Untersuchung angewandte Methodik ist schon in der 
ersten Mitteilung ausfiihrlich beschrieben worden. 


In der Vorperiode erhielten die Ratten aller Gruppen die gleiche 
Nahrung (Milch, Ganzkérner, frisches Gemiise); in der Hauptperiode 
aber wurde ihnen die Mc Collumsche Mischung Nr. 3143 in trockenem, 
fein zerkleinertem Zustand gegeben. Die Ratten waren in Gruppen 
geteilt; in eine Gruppe gehérten Ratten von einem Wurf. 


1 In den prophylaktischen Versuchen bezieht sich der Prozentgehalt 
auf die mittlere tagliche Nahrungsmenge wahrend des ganzen Versuchs; 
in den Heilversuchen auf ebensolche nur wihrend der Fettzugabeperiode 
(1 oder 2 letzten Wochen). Um die Fettzugaben in Prozent der Trocken- 
nahrung auszudriicken, miissen die Zahlen des Prozentgehalts mit 1,05 
multipliziert werden, da der Wassergehalt in der Nahrung (sie wurde in 
lufttrockenem Zustand verabreicht) gleich 4,8°%, betrug. 
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Prophylaktische Versuche. 


Bei Kontrolltieren, welche die Diat Nr. 3143 ohne Fettzugabe 
rhielten, entwickelten sich eine starke Rachitis mit Auswachsen des 
Knorpels und der Entwicklung einer osteoiden Zone sowie makro- 
skopische Veranderungen am Brustkorb. Unter den Kontrolltieren 
befanden sich Ratten mit héherem als gewéhnlich gebrauchlichem 
Gewicht, jedoch wurden auch bei diesen gleiche Knochenaffektionen 
wie bei Tieren mit geringerem Anfangsgewicht beobachtet. 

a) Das Fett des Neunauges wurde den Ratten der Gruppen 4 
und 5 gegeben. Die Gruppe 4 bestand aus fiinf Ratten. Ratte Nr. 45 
erhielt Neunaugenfett, Ratte Nr. 48 (ein Kontrolltier) bekam keine 
Fette, Ratte Nr. 47 erhielt zum Vergleich Leberfett des Kabeljaus 
(Lebertran), zwei Ratten wurden zu einer anderen Untersuchung 
bestimmt (erste Mitteilung). . 

Die Gruppe 5 bestand aus acht Ratten. Die Ratten Nr. 51, 54 
und 55 erhielten Neunaugenfett, Ratten Nr. 56 und 53 Kontrolltiere, 
Ratte Nr. 49 bekam zum Vergleich Kabeljaufett, zwei Ratten wurden 
zu einem anderen Versuch benutzt. Wie aus der angefiihrten Tabelle 
ersichtlich ist, ergab das Neunaugenfett ein positives Resultat. 

b) Fett der Plétze und des Zanders. 

Zur Untersuchung dieser Fette wurden die Gruppen 10 und 11 
genommen. Die Gruppe 10 bestand aus vier Ratten. Raltte Nr. 75 
erhielt Zanderfett, Ratte Nr. 78 Plétzenfett, Ratten Nr. 80 und 82 
Kontrolitiere. In der Gruppe 11 waren sechs Ratten. Die Ratten Nr. 87 
und 92 erhielten Zanderfett, Nr. 88 und 91 Plétzenfett, Nr. 89 und 90 
dierten zur Kontrolle. Die Ratten, welche Plétzenfett (0,15 g pro die) 
erhielten, hatten Knochen von normalem Bau, nur bei Ratte Nr. 78, 
bei der vom sechsten Versuchstage an mit Fettzugabe begonnen wurde, 
wurde eine unbedeutende lokale Knorpelverdickung beobachtet und 
eine unbedeutende Bildung von osteoidem Gewebe. Ratten, welche 
eine Zanderfettzugabe bekamen, wiesen eine Abweichung ‘von der 
Norm auf, wobei bei der Ratte Nr. 75, bei der vom sechsten Versuchs- 
tage an mit Fettverabreichung begonnen wurde (bis zu dem Tage 
folglich nur Grunddiat bekam), eine starke Rachitis sich zeigte; bei 
den iibrigen Tieren war eine maBig ausgeprigte Rachitis nachweisbar. 


g 


Heilversuche. 


Zu diesen Untersuchungen sind die Gruppen 8 und 9 genommen 
worden. Die Gruppe 8 zahlte sechs Ratten; die Ratter Nr. 65 und 66 
bekamen wihrend 15 Tage Zanderfett, Ratten Nr. 64 und 67 waren 
Kontrolltiere, zwei Ratten wurden zu anderen Zwecken verwendet. 
Die Gruppe 9 bestand aus sechs Ratten; die Ratten Nr. 68 und 70 
erhielten Plétzenfett, Nr. 71 und 74 waren Kontrolltiere, zwei Ratten 
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wurden zu anderen Untersuchungen genommen. Bei Ratten, die 
wihrend 8 Tage) Plétzenfett erhielten, war eine deutlich markierte 
positive Reaktion bemerkbar. 

Das Zanderfett, welches wihrend 15 Tage verabreicht wurde, 
ergab eine positive Reaktion, jedoch von der gleichen Intensitat wie 
das wihrend 8 Tage verabreichte Plétzenfett. Vergleicht man den 
Heileffekt, der durch das Fiittern mit Zanderfett erhalten wurde, mit 
der Wirkung des Seehundfettes (in gleichen Mengen und wahrend der 
gleichen Zeit verabreicht), so fallt es auf, daB das Zanderfett eine geringe 


Heilwirkung aufweist. 


Nr. 4 Nr. 88 
Abb. 1. 
Rintgenaufnahmen der bei den prophylaktischen Versuchen beobachteten Ratten. 
der Hinterpfoten der Ratten, welche nur Didtkost 3143 erhielten. 


Nr. 56 und 48: Aufnahmen 
Nr. 56 auf den 38. Versuchstag, Nr. 43 auf den 32. Versuchstag. 
Nr. 87 und 92: Aufnahmen der Ratten, die je 0,15 g Zanderfett pro die erhielten (Aufnahme 
am 38. Versuchstag). 
Nr. 51 und 54: Aufnahmen der Ratten, welche je 0,15 g Neunaugenfett erhielten (Aufnahme 
am 38. Versuchstag) 
Nr. 88 und 91 Aufnahmen der Ratten, welche je 0,15 g¢ Plitzenfett bekamen (Aufnahme am 


38. Versuchstag). 


SchluBfolgerung. 


Es wurden auf den Gehalt an anti-rachitischem Faktor D folgende 


Fischfette untersucht: das des Neunauges (aus ganzem Fisch), der 


Biochemische Zeitschrift Band 215 25 
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Plétze (aus den inneren Organen) und des Zanders (aus Eingeweide 
speck); es ist festgestellt, dafgs das Neunaugenfett und das Plétzenfett 
ziemlich groBe Mengen an Faktor D enthalten. 

Die starke prophylaktische Wirkung war bei den Dosen 0,15 ¢ 
pro die (das bildet fiir das Neunaugenfett 1,5 bis 23°, und fiir das 
Plétzenfett 1,5 bis 1,8°,, der verzehrten Nahrung) zu beobachten. 

Das Zanderfett, wovon ebenfalls 0,15 g pro die erprobt worden 
waren, zeigte einen geringeren Gehalt an Faktor D. In den prophy- 
laktischen Versuchen (bei 1,7 bis 1,8 °,, Gehalt) iibte es eine verhaltnis- 
maBig unbedeutend hemmende Wirkung auf die Rachitis aus, wobei 
gewohnlich eine schwache Rachitis sich entwickelte. In den Heil- 
versuchen (bei 1,9 bis 2,0°, Gehalt) wurde eine gewisse heilende Fahig- 
keit dieses Fettes beobachtet, die jedoch bedeutend hinter derselben 
Faihigkeit des Plétzenfettes, der Unterhautfette der Meeressaugetiere 
und natiirlich des Fettes des Kabeljaus (Lebertran) zuriicksteht. 

Es fallt die hohe Saiurezah] des Plétzen- und besonders des Zander- 
fettes auf. Méglicherweise ist die schwache Wirkung des letzteren auf 
Xechnung der Fettzerlegung zu stellen. 


Zum SchluB erlaube ich mir, auch bei dieser Gelegenheit Herrn 
Professor M.N. Schaternikoff meinen verbindlichsten Dank fiir An- 
leitung und Ratschlage bei dieser Arbeit auszusprechen. 














weide 


renfett 


0.15 ¢ 
lir das 
n. 
vorden 
rophy- 
altnis- 
wobei 
Heil- 
Fahig- 
selben 
yetiere 
be 
ander- 
‘n auf 


Herrn 
r An- 








Gleichgewicht yon Kalium und Stickstoff im Torf, Wasser 
und Alluvium. 


Von 
W. R. Riidiger. 
(Aus dem hydrotechnischen Institut in Moskau.) 
(Eingegangen am 11, September 1929.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Wiahrend meiner Studien tiber die Einwirkung von Wasser auf 
Boden und Pflanzen bei der Diingungsberieselung von Mooren! fiel 
mir der Kontrast zwischen dem Kalium- und Stickstoffgehalt des 
Torfes auf. Die naihere Untersuchung ergab, daf diese Elemente sich 
als Antagonisten verhalten. Durch die Nachpriifung des; Kalium- und 
Stickstoffgehalts in verschiedenen Torfarten des Poljessie sowie von 
Torfen aus anderen Gebieten der Union und des Auslandes konnte 
eine gesetzmaBige Abhangigkeit dieser beiden Elemente voneinander 
festgestellt werden; auch scheint es, daB in diesem Falle kein besonderer 
Zusammenhang mit der Auslaugung usw. besteht, was gewodhnlich 
fiir die Ursache des minimalen Kaligehalts im Torf gehalten wird. 

Wenn wir die Torfmoore des Poljessie? und die versumpften Boden 
betrachten, den Kaliumgehalt derselben in Prozenten des Stickstoff- 
gehalts ausdriicken und diese funktionelle Abhangigkeit graphisch 
darstellen, so erhalten wir eine Kurve, die einer gleichseitigen Hyperbe! 
sehr ahnlich ist; diese Kurve wird durch folgende Gleichung aus- 
gedriickt: das Produkt Kalium x Stickstoff = konstant. 





Kalium X Stickstoff 
0 


Torf Nr. 13 (Alnus glutinosa Salix). . . . . . . . 0,005 « 3,88 0,019 44 
» 16B, Sphagnumtorf ......... . 0,016 x 1,157 0,018 512 
= ». 19b, versumpfter sandiger Lehmboden . . 0,071 « 0,290 = 0,020 59 


Mittel = 0,019 51 


| W. Riidiger, Arbeiten d. Staatl. Inst. f. landw. Meliorationen 1925 
2 B.A. Ganscha, Bolotowedenje Nr. 3, 1913. 
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Tatsichlicher Kaliumgehalt nach der Formel 
Kaliumgehalt berechnet 
. 0 "lo 
Torf Nr. 13 0,005 0,005 
. » 16 0,016 0,0168 
i ~ 0,071 0,067 


Die Abweichung ist sehr unbedeutend. 


Zweite Gruppe von versumpfien Béden. 





Kalium 

Kalium & Stickstoff ee 

rechnet 

Torf Nr. 7, Graser und Riedgrastorf . . 0,011 « 3,0 0.033 0.0119 
» » 19A,versumpfter sandiger Lehm- 

boden. ........ . | 0,082 x 1,140 = 0,036 48 (),0313 

» » II, versumpfter Lehmboden . . 0,047 x 0,747 = 0,085 109 00,0478 

» 16A, Spagnumtorf .... .. 0,080 x 6,480 — 0,038 4 0,074 


Mittel 0,035 745 


Die Abweichungen sind ebenfalls so unbedeutend, das auch 
hier eine hyperbelahnliche Abhangigkeit zwischen Kalium und Stick- 
stoff zutage tritt (Abb. 1). 

Eine analoge Erscheinung, d.h. ein umgekehrtes Verhaltnis im 
Kalium- und Stickstoffgehalt konnten wir auch im Wasser kon- 
statieren. Wir wollen hier zum Vergleich den Gehalt von diesen 
Elementen im FluBwasser a) wahrend des Wasserhochstandes im 
Friihling und b) wahrend des ganzen Jahres anfiihren. 

Das Studium des Wasserhochstandes der Fliisse! wahrend des 
Friihjahrs gab uns im Jahre 1927 ein sehr reichhaltiges analytisches 
Material: 





Kalium  Stickstoff 
mg pro 1 Liter 


Pie Game... 2. ws 2,69 x 0,74 1.9906 
0 ee 2.28 x 0,77 1.7556 
Rags Sh Ne eee 1,75 x 1,06 1,8550 
Se eae ee 0,84 « 2,02 1,6968 


Mittel = 1,8245 


Wenn wir dentatsachlich gefundenen und nach der Forme] = 1,8245 
berechneten Kaliumgehalt zusammenstellen, so erhalten wir folgendes: 


1 Die Analysen wurden durch W. W. Feophilaktow im Jahre 1927 
ausgefiihrt. 
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Tatsichlich gefundenes Nach der Formel 

Kalium berechnetes Kalium 
mg mg 
PRI i se oS ee Sel 2,69 2,46 
op CN 2 8 FR A 2,28 2,37 
ME. wk PS Se ek ee 1,75 1,72 
se cr eI high ge Gals 0,84 0.90 


Die Abweichung ist fiir flieBendes Wasser auch unbedeutend, 
doch ist sie gréBer als im Torf; nichtsdestoweniger tritt hier im Ver- 
haltnis der beiden Elemente zueinander dieselbe GesetzmabBigkeit auf, 
wie wir sie im versumpften Boden konstatiert haben (umgekehrtes 
Verhaltnis von Kalium und Stickstoff). Daraus geht hervor, daB 
die Fliisse, die in Siimpfen ihren Ausgang nehmen, wie z. B. der FluB 
Pra (Mestscherski-Seen und -Siimpfe), in ihrem Wasser die Zasammen- 
setzung des Torfes wiederspiegeln, d. h. kaliarm und stickstoffreich sind. 
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Eine ebensolche Abhingigkeit konnten wir in der Zusammen- 
setzung von siidlichen Fliissen feststellen. Bei der Untersuchung des 
Wassers von Amu-Darja (besonders bei Nukus') wahrend des ganzen 
Jahres konnte das gleiche entgegengesetzte Verhaltnis zwischen dem 
Kalium- und Stickstoffgehalt nachgewiesen werden. 


1 Hydrometrische Sektion der Abteilung fiir Bodenberieselung in 
Turkistan, Jahresberichte 1913/15. 


25* 
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Kalium X Stickstoff 
mg pro 1 Liter 


1913, Amu-Darja (Tschardjui, X — XII) 9,8 x 0,0713 = 0,698 74 


ae »  (Nukus, X—XID .. 8,0 x 0,08 = 0,640 
wi, ls bein IV—V—VI) . . 6,3 x 0,12 0,765 
1914, , eo 8 VII — VIII— IX). 6,5 x 0,09 = 0,585 


Mittel — 0,669 





Tatstchlicher Nach der Formel Tats&chlicher Nach der Forme! 
Stickstoff berechneter Stickstoff Stickstoff berechneter Stickstoff 
mg mg mg mg 
0,0718 0,0609 0,12 0,106 
0,08 0,0835 0,09 0,103 


Im flieBenden Wasser kann demnach der Stickstoff nach der 
Formel mit befriedigender Genauigkeit ermittelt werden. Der Flu8 
flie8t im 16Bahnlichen, sandigen Lehmboden, der kalireich und stickstoff- 
arm ist, und diese Zusammensetzung des Bodens spiegelt sich in det 
Zusammensetzung des Wassers wieder (Abb. 2). 
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I, Wasser der Fliisse: Sura, Nerussa, Dubna und Pra wihrend des Wasserhochstandes 1927 
Il. Wasser von Amu-Darja wihrend der Jahre 1913 bis 1914. 


Fiir das Nilwasser bei Kairo im Jahre 1906 haben wir fol- 


gendes !: 


1 Egyptian Irrygation Willeoes 1, 1913. 
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Fiir die Periode August bis Dezember: 


Kalium x Stickstoff (in Milligramm pro Liter) 
24,6 (maximum) x 0,079 (minimum) = 1,9434. 


Kalium x Stickstoff (in Milligramm pro Liter) 3,9 (minimum) x 0,126 
(maximum) = 0,491. 

Die Konstanten unterscheiden sich wenig von den oben angefiihrten 
und charakterisieren die Perioden des Wasserhochstandes 1,9434 und 
des ganzen Jahres 0,491, wo hauptsichlich stickstoffreiche Grund- 
gewasser abflieBen. 

Inwiefern die hyperbolische Formel K .N = const fiir die Be- 
urteilung des Stickstoffgehalts nach dem Kaliumgehalt und umgekehrt 
anwendbar ist, kann aus folgender Zusammenstellung ersehen werden: 
wahrend des Wasserhochstandes im Jabre 1928 zeigte der Gorschkowsky- 
Bach auf dem Versuchsfeld Jachroma und die Berieselungsanlage 
daselbst einen ausnahmsweise hohen Kaliumgehalt und ein fast vélliges 
Fehlen von Stickstoff (Analytiker S. N. Rosanow). 





Kalium Stickstoff 

mg mg 
Gorschkowsky-Bach ........ 6,81 0 
Berieselungsanlage ......... 6,46 ,0 


Bei der Berechnung nach der Formel K . N = 0,669 wurde im 
Gorschkowsky-Bach 0,097 mg und fiir die Berieselungsanlage 0,104 mg 
Stickstoff gefunden. Tatsichlich bewegte sich das Wasser wahrend 
des Wasserhochstandes im Jahre 1928 lange unter dem Eise und es 
fehlte infolge von Frésten ganz die Speisung des Flusses durch AbfluB; 
dadurch muBte natiirlich die Nitrifikation des Wassers beeinfluBt 
werden, andererseits wurde in diesem Jahre, wie es scheint, mehr 
stickstoffarmes Grundwasser zugefiihrt. Die Konstanten des Wassers 
variieren am meisten, sind am wenigsten bestandig und schwanken in 
bedeutenden Grenzen. 

Das Wasser spiegelt die Zusammensetzung des Bodens und des 
Untergrundes, durch die es durchflieBt, ab, und zwar in einem be- 
stimmten und strengen Verhiltnis wischen dem Kalium und Stickstoff, 
aus denen diese Boden zusammengesetzt sind. Daher ist die Annahme 
natiirlich, daB beim Einwirken des Wassers auf Boden und Untergrund 
in der Lésung zwischen Kalium und Stickstoff ein ebensolches strenges 
Gleichgewicht zustandekommen mub, wie es in FluBwasser und ver- 
sumpften Béden realisiert ist. Deshalb mu8 erwartet werden, dab 
auch im Boden diese Elemente nicht zufallig verteilt sind. Wenn wir 
z. B. die von Robinson und Holmes untersuchten Bodenproben aus 














392 W. R. Riidiger: 


Amerika betrachten und speziell den kolloidalen Teil dieser Proben 
(mit Teilchen 0,0003 mm) untersuchen, so enthalt diese Bodenfraktion 
nachdem dieselbe durch Schiitteln mit Wasser abgesondert wurde, 


folgende Kalium- und Stickstoffmengen!: 





Nach der Aus- 
ee Formel be- einander- 
Boden-Nr. Bodencharakteristik Kalium Stick- KN rechnetes _weichen 
stoff Kalium in Kalium 
e 0 %o 
5  Schwerer sandiger 
2 | Lehmboden. . . . 046 x 0,11 = 0,0506 0,49 + 0,03 
- & 27 Leichter sandiger 
5 | Lehmboden 0,26 x 0,22 — 0,0572 0,24 —0,014 
89 | Lehmboden ... . || 0,78 x 0,07 = 0,0546 0,77 — 0,01 
Mittel = 0,0541 
Z| 13 Sandiger Lehmboden 1,97 x 0,09 = 0,177 2,02 + 0,005 
. By 15 ; 1,84 x 0,10 = 0,184 1,82 — 0,002 
a ‘= o 1,28 x 0,15 = 0,192 1,20 — 0,08 
ole . " 0,89 x 0,20 = 0,178 0,91 + 0,02 
Mittel = 0,235 
e (25 Schlammiger Lehm- 
, z| eee 2,47 x 0,27 = 0,667 2,47 0,0 
ee | 9 Schlammiger Lehm- 
S ee. haere 1,76 x 0,38 = 0,668 1,76 0,0 


Mittel = 0,6675 


Das strenge Gleichgewicht der Kalium- und Stickstoffelemente 
im kolloidalen Bodenteil 1a8t vermuten, daB sowohl im Wasserauszug 
aus dem Boden, als auch im Boden selbst ein ebensolches Gleichgewicht 
zu erwarten ist. So weisen die Gewasser von Amu-Darja, die schlammige, 
sandige Lehmbéden durchlaufen, eine Konstante Kalium x Stickstoff 
= 0,669 auf; diese Konstante unterscheidet sich wenig von einer solchen 
der dritten Gruppe schlammiger Lehmbéden = 0,6675 bei verschiedenen 
Kalium- und Stickstoffmengen (in Milligramm) im Wasser und Boden 
(Abb. 1). 

Wir sehen also, daB im Wasser, im Moorboden und unter den am 
meisten beweglichen Bodenelementen im kolloidalen Teile des Bodens 
eine gewisse GesetzmaBigkeit zwischen Kalium und Stickstoff besteht 
und ein Gleichgewicht vorhanden ist. Ebensolche Beziehungen zwischen 
diesen beiden Elementen werden auch in frischen Alluvien — im 
Schlamm — beobachtet. 


1 Prof. K.K.Gedroiz, ,,Der adsorbierende Bodenkomplex“, 1927, 
8. 23, Tabellen. 
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a Kalium nach 
3 Kalium X Stickstoff der Forme! 
4 berechnet 
‘ 0 9 0 0 
: [a ee cs cs ae ey ee 2,31 x 0,19 — 0,4889 2,29 
>  Versuchsfeld Flu$S Jachroma ... . 1,6 0,27 — 0,482 1,54 
4 Mittel 0,435 
q Alluvium (Schlamm) des Niis'. 
A 1. Schlamm wahrend des Wasserhochstandes (August—September), 
i Zusammensetzung der mittleren Probe (aus 2 Jahren): 
eure rep | Kalium X Stickstoff 
%o 
‘ S a! _... J} 058 x 1,14 = 0,6042 
Nr. 11, Schlamm aus Kairo | 297 ~ 0266* 0.6042 
* N aus der Formel = 0,6042 berechnet. 
Amu-Darja?. 
Turkmenistansches Alluvium aus Tschardschui: 
Kalium X Stickstoff katem pan oe vena 
5 9 
 ) ee ek 0,112 822 1,558 
a Bo tie «6 a SEO ee Oe 1,220 
Mittel — 0,112 255 
Konstanten des Konstanten des 
Alluviums Wassers 
0 0 0 0 
Pee NN nae eo ere Se ws 0,1122 0,669 
vn an COON OS) a eA 0.4352 1,845 
BRE ete ee ee 0,6042 1,9434 


Die Konstanten des Wassers spiegeln die Konstanten des Alluviums 
wieder. Deshalb hingt das absolute Maf der Wasserkonstante in erster 
Linie von der Alluviumkonstante ab, gleich wie die Bodenlésung mit 
der festen Bodenphase zusammenhangt (Abb. 3). 
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Fl. Oka und Jactroma—f 

g 
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1 Egyptian Irrygation Willcoes 1, 1913. 


2 Analyse des Laboratoriums d. Staat!. Inst. f. landw. Meliorationen. 


Abb. 3. | 














394 W. R. Riidiger : 


Wenn wir uns nun fragen, was die Ursache des angefiihrten Anta 
gonismus des Kaliums und Stickstoffs in den Torfen (und anderen 
Béden), im Wasser und im Alluvium ist, so miissen wir unseren Blick 
in erster Linie auf die Pflanzen wenden und hier ebenfalls diese Er 
scheinung suchen. 

Bei der Zusammenstellung der Vorrate an Stickstoff und Kalium 
in Feldkulturen nach Mitscherlich! erweist es sich, daB das Kalium 
und der Stickstoff hier auch als Antagonisten auftreten, und wir finden 
bei einigen Pflanzen dieselbe hyperbolische Abhangigkeit : 





Kalium nach der Formel 


Kalium X Stickstoff berechnet 
%l9 0 0 
... ae re 0,97 x 1,16 = 1,1252 0,961 
ER gs is ee A 1,14 x 0,97 —1,1058 1,150 
Mittel 1,1155 
sy ane 0,85 x 2,44 — 2,0825 0,842 
itil Sabie ital A aera 1,08 x 1,88 2,030 4 1,09 


Mittel 2,056 45 


Genau dieselbe Abhangigkeit beobachten wir nicht nur in reifen 
Pflanzen, sondern auch in Keimlingen. So wies z. B. Baumwolle, waihrend 
18 Tagen auf Schlamm aus Turkmenistan nach der Methode von Neu- 
bauer im Jahre 1926 geziichtet, folgende Zusammensetzung (Stengel, 
Blatter und Wurzeln?) auf: 





Kalium nach der Formel 


one Kalium X Stickstoff berechnet 
%F, 0/5 
9 1,317 x 4,055 5,34 1,316 
A 1,599 x 3,254 — 5,216 1,61 
3 2,25 x 2,29 = 5,15 2,28 
Mittel 5,24 


Die Fahigkeit der Baumwolle, in den Grenzen ihrer Konstante 
= 5,24 sich an verschiedene Béden anzupassen, ist auffallend. Wenn 
wir Stickstoff und Kalium in den Pflanzen der Feldkulturen und in 
Futtergrasern graphisch nach dem Koordinatensystem darstellen, so 
erhalten wir eine umgekehrte Abhangigkeit in den Pflanzen zwischen 
diesen beiden Elementen und eine eigenartige Verteilung derselben. 


1 EB. A. Mitscherlich, Staatsverl. 1928, Tabelle auf 8. 37. 
2 W. Riidiger, Analysen d. Laboratoriums d. Staatl. Inst. f. landw. 
Meliorationen 1926. 
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So erginzt z. B. die Kartoffel sehr gut die Futterwicke (Samen) und 
umgekehrt (Abb. 4). 
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T | | 
— | | 
ss 
220 — | 
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os | 
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ans | 
10 oggen | | 
10 30 
Sickstof¥ in % % 
Abb. 4. Pflanzen. 
? Kalium nach 
Kalinum X Stickstoff der Forme! 
berechnet 
Kartoffel (nach Mitscherlich) . ; , 2,77 « 1,32 — 3,6564 2,71 
Samen der Futterwicke (nach VV ‘olf) 0,80 x 44 = 3,520 0,815 


Miitel = 3,587 


Bestimmte Pflanzen kommen miteinander gut aus, wenn sie nach 
den Nahrungselementen Antagonisten sind. 

Ein Vegetationsversuch mit Gerste! und mit verschiedenen Dosen 
eines Kalidiingemittels bestatigt indirekt dasselbe: das entgegen- 
gesetzte Verhiltnis zwischen Stickstoff und Kalium (ein Verhaltnis 
hyperbolischer Art). 





Nach der 


Stickstoff| Forme] Absoluter Absoluter Vom Ge- 


K Cl- Gesamt- Stroh- | Stroh- > berech- Stick- Stick- a 
Dosen ertrag ertrag | stickstoff Stroh- neter stoff- stoff- stickstoff 
ertrag Stroh- Sehaltim  gehalt | im Ernte- 


stickstoff Stroh im Korn | ertrag 


mg g g %o g Fo g g 


600 13,03 7,24 x 0,962 = 6,9668 0,954 0,0697 | 0.1492 1,679 
300 13,32 6,85 x 1,043 = 7.1445 1,006 0,0715 | 0.1636 1,765 
150 10,39 5,44 x 1,206 = 6.5606 1,266 0,0666 | 0.1387 1,976 


Mittel 6,89 
24 — 2,25* x 3,054 — 6,89 8,054 0,067 6 Fehlt 
6 — 1,98 x 3,488 — 6,89 3.488 0.06909 


* Stroh aus der Formel = 6,89 berechnet. 


M. A. Egoroff, ,,.Frage der Mineralernahrung von Pflanzen“, 8. 75, 
Tabelle 36; Versuch aus dem Laboratorium von Prof. Dr. N. Prianischniko/{ 
aus dem Jahre 1914. 














396 W. R. Riidiger: 


Die Masse des Strohes, wo hauptsachlich das Kalium abgelager: 
wird, nimmt mit jeder Kaliumdosis bei bestandigem absoluten Stick 
stoffgehalt des Strohes zu. Das bedingt den Riickgang des prozentuale:, 
Stickstoffgehalts im Stroh und auch die Konstanz des Produkts aus 
der Masse des Strohes auf den prozentualen Stickstoffgehalt = 6,89 
was dem Produkt von Kalium auf Stickstoff gleichbedeutend ist 
leider fehlt die Analyse von Kalium im Stroh. Die Abhangigkeit de: 
Strohmasse von Kaliumdosen folgt einer steigenden Kurve (nach 
Mitscherlich), wihrend die Kaliumdosen des Diingemittels sich im 
umgekehrten Verhaltnis zum Stickstoff im Stroh befinden (s. Abb. 5) 
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Abb. 5. 


Diingung von Gerste mit Kalium, Vegetationsversuche 1914. 


Nun wollen wir die oben angefiihrten Konstanten (K .N = const) 
zusammenstellen : 


I. Versumpfte Béden: a) 0,01951 Torf und versumpfte Béden 


b) 0035745 .,,, 
II. Wasser: a) 0,669 Amu-Darja (ganzes Jahr) 

b) 1,825 Wasserhochstand der vier Fliisse 
IIT. Bodenkolloiden : a) 0,0541 Sandiger Lehmboden und Lehm 


b) 0,235 Sandiger Lehmboden 
ce) 0.6675 Toniger Boden 


IV. Alluvium: a) 0,112 —‘ Filiisse Amu-Darja 
b) 0,435 Fliisse Jachroma und Oka 
c) 0,604 Flu8 Nil 


V. Pflanzen: a) 1,1155 Roggen und Weizen 
b) 2,05645 Raps und Erbsen 
c) 3,587 Kartoffeln und Wicke 
d) 5,24 Baumwolle 
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Die Pflanzen zeigen als Konzentratoren der Nihrelemente maximale 
\onstanten, deren Amplitude von der Aufnahmeenergie abhangig ist ; 
nan kann annehmen, daB bei der Pflanzenernihrung ein gewisses 
Gesetz des Gleichgewichts von Kalium und Stickstoff mitspielt. Von 
hier aus, d.h. durch die Pflanzen, geht dieses Verhiltnis zwischen 
K und N in die Béden und sodann in das FluBalluvium und ins Wasser 
iiber. Wie schon im Anfang unserer Arbeit bereits erwaihnt wurde, 
ist der Verfasser zu diesem Gedanken auf Grund seiner Arbeiten tiber 
die Berieselung von Mooren gekommen, und diese Schlubfolgerungen 
bediirfen noch eines speziellen Studiums.  Verfasser gedenkt auch, 
in dieser Richtung weiterzuarbeiten; der oben aufgestellte Satz hat 
nicht nur ein selbstindiges Interesse, sondern auch eine praktische 
Bedeutung bei der Lésung von Fragen iiber die Diingungsberieselung 


von Mooren. 











Fermente und Licht. XVI. 
Von 


Ludwig Pinecussen. 


Uber das pa-Optimum der Milchaldehydrase und die Beein- 
flussung dieses Fermentes durch Licht. 


Von 
Takeo Oya. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 14, September 1929.) 


Obgleich gerade die Aldehydrase der Milch weitgehende Beachtung 
gefunden hat!, sind genaue Angaben iiber ihren optimalen pg nicht 
mitgeteilt, ebensowenig wie tiber die optimale Reaktion der Aldehydrase 
aus anderen Organen. M. Jacoby? fand, dab diese schon gegen eine 
1°. ige Natriumearbonatlésung sehr empfindlich ist und schwach 
saure und schwach alkalische Reaktion fiir die Wirkung giinstig ist 
Die Dismutation von Acetaldehyd durch frische Hefe wurde von 
Josephson ‘und Euler? ‘untersucht und gefunden, daB eine Umsetzung 
noch bei py 4,l'in ziemlich erheblichem AusmaB stattfindet, waihrend 
das Optimum augenscheinlich bei 7,1 liegt. Es scheinen die Optima 
dieses Ferments fiir die verschiedenen Aldehyde bei verschiedenen 
Reaktionen zu liegen, da fiir den Isovaleraldehyd dieselben Autoren 
den optimalen py bei 4,2 fanden. Uber die giinstigste Reaktion fiir die 
Aldehydrase der Milch bestehen, soweit ich iibersehen kann, nur An- 
gaben von O. Allemann*, wonach die Reaktionsgeschwindigkeit am 
héchsten wird, wenn zu 10 cem Milch 1 com n/10 KOH zugefiigt wurde 


! Literatur iiber Schardingerreaktion in Oppenheimer, Die Fermente. 


S. 1545ff. 


2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 135; 38, 128, 1901. 
3 Ebendaselbst 135, 49, 1924. 
4 Milchwirtsch. Zentralbl. 47, 282, 1918. 
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Fiir die Bestimmung der Aldehydrase bestehen zwei verschiedene 
‘letheden, die nach Sharsky! gleichwertig sind, nimlich die Methylen- 
blaumethode nach Thunberg und die Bestimmung der Aldehydrase aus 
lem gebildeten Nitrit nach Bach-Ilosvay-Lunge?. 

Fiir meine Untersuchungen wandte ich ebenfalls beide Methoden 
an, die folgendermaben ausgefiihrt wurden. 

Methylenblaumethode nach Thunberg. Die Methylenblaulésung 
wurde hergestellt durch Auffiillen von 5 cem einer gesittigten alkoholi- 
schen Methylenblaulésung und 5 cem Formalin mit Wasser auf 200 cem. 
Ks wurden 5ccem der mit Pufferlésung versetzten und mit Wasser 
verdiinnten Milch mit 0.3 bzw. 1,0 cem Methylenblaulésung gemischt, 
in Thunbergsche GefaBe eingefiillt und 15 Minuten mit der Wasser- 
strahlpumpe evakuiert. Sie wurden dann in ein Wasserbad eingebracht 
und die Zeit bis zur Entfirbung bestimmt. Fiir die Anstellung der 
Nitratmethode wurden 5cem_ verdiinnter Milch mit leem 15°, iger 
Kaliumnitratlésung und 1 cem 1 °,iger Acetaldehydlésung in T’hunberg- 
sche Réhrchen gebracht und ebenfalls 15 Minuten evakuiert. Sie 
wurden dann 30 Minuten in ein Wasserbad eingebracht und die ent- 
standene Nitritmenge kolorimetrisch gegen eine Standardlésung  be- 
stimmt. 

Versuch 1. 

1 Teil Milch + 1 Teil m/3 Phosphatpuffer + 1 Teil Wasser gemischt. 
5eem der Mischung + 0,3c¢em Methylenblaulésung 15 Minuten evakuiert. 
Wasserbad 47°. Entfarbung ist eingetreten 

bei pa 5,91: 260 Sekunden 
Pu 6,81: 185 
Pu 7,35: 120 


PH 7,65: 190 


Versuch 2. 
7 Teile Milch +- 4 Teile m/3 Puffer 9 Teile Wasser. 
A. Methylenblaumethode. 5eem Mischung + leem Methylenblau- 


lésung, 15 Minuten evakuiert. Entfarbung ist eingetreten im Wasserbad 
von 52° 
bei pa 5,91: 210 Sekunden 
» Pa 6,47: 150 
Pu 6,98: 60 
pu 7,35: 30 
» Pu 7,65: 50 


Das Optimum der Wirkung liegt also bei py 7,35. 


1 Diese Zeitschr. 155, 485, 1925; 164, 424, 1925. 
2 Methodik TV in Oppenheimer-Pincussen Fermentmethodik: A. Bach, 
Aldehydrase. 





400 


B. 


30 Minuten im 


Nitratmethode. 


5cem der Mischung 
lcem 1°, iger Acetaldehydlésung 15 Minuten evakuiert. 
Wasserbad_ bei 


T. Oya: 
Versuch 3. 
+ leem 15° 


52°. 


pu 5,91: 0,018 mg gebildete Nitritmenge 
Pu 6,47: 0,027 ,, 

Pu 6,98: 0,051 ,, = ” 
Pu 7,35: 0,099 

Pu 7,65: 0,072 





,iger Nitratlésw 
Proben bleib« 





Das Optimum der Milch-Aldehydrasewirkung lag also in beiden Ve: 
Auch die An- 
Acetaldehyd 
machte keinen Unterschied, so daB aiso die niederen Aldehyde sich in 


suchen und bei Anwendung beider Methoden bei 7,35. 
wendung der verschiedenen Aldehyde (Formaldehyd, 


Gegensatz zum Isovaleraldehyd (Josephson und Euler) gleich zu vei 
halten scheinen. 
des 


Licht- 
Es war denkbar, daB im 


Die weiteren Versuche bezogen sich auf die Frage 
einflusses auf die Aldehydrase der Milch. 
Gegensatz zu allen bisher gemachten Beobachtungen bei der Aldehydrase 
der Milch durch Bestrahlung eine Steigerung der Wirkung eintreten 
kénne und vielleicht damit die giinstigen biologischen Eigenschaften 
bestrahlter Milch zu erklaren waren. 

Fiir diese Versuche wurde die Milch in der oben angegebenen 
Weise mit Wasser und Phosphatpuffer optimaler Reaktion 7,35 gemischt 
Sie wurde in eine flache Schale mit einer Schichtdicke von | bis 2 mm 
ausgebreitet und 1 Stunde lang in einer Entfernung von 20cm dem 
Lichte einer Quecksilberamalgamquarzlampe von 700H.K., die bei 
einer Spannung von 90 Volt an der Lampe und einer Stromstirke von 
3,5 Amp. brannte, ausgesetzt. 


Versuch 4. 
3ccem bestrahlter bzw. unbestrahlter Milchlésung + 0,3 cem Methylen 
blaulésung in Thunbergréhrchen 15 Minuten evakuiert und in ein Wasserbad 
bei 42° eingestellt. Dauer der Entfarbung: 


Versuch a: 150 Sekunden hell, 70 Sekunden dunkel 


- b: 150 a an 70 ‘ 
mo e: 135 $s °° 70 os i 
uw d: 150 = i 60 - - 


Versuch 5. 
Derselbe Versuch bei 44°. 


230 Sekunden hell, 135 Sekunden dunkel 


Dauer der Entfarbung: 


Versuch a: 


- b: 240 ms ~ oe re 
ie ec: 240 we oo. =—— is ‘ 
9 ad: 240 - va 135 
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Es ist also bei der fiir die Aldehydrasewirkung optimalen Reaktion 
eine Schwachung des Ferments auf ungefaihr 50°, des urspriinglichen 
Wertes eingetreten. 

Versuch 6. 

Zur Bestimmung des Lichteinflusses nach der Nitratmethode 
wurden 40cem rohe Milch mit 20 ccm Phosphatpuffer und 10 ccm 
Wasser gemischt und die Bestrahlung wahrend 1 Stunde in der oben 
angegebenen Art vorgenommen. 

Je 5 ccm bestrahlter bzw. unbestrahlter Milch werden mit 1 cem Nitrat- 
lésung und Ileem Acetaldehydlésung 15 Minuten im Thunbergréhrchen 
evakuiert und 30 Minuten lang darauf im Wasserbad bei 50° stehengelassen. 
Zum Gemisch wurden dann je 4 ccm einer gesattigten Lésung von basischem 
Bleiacetat zugegeben, filtriert und in 5cem Filtrat das entstandene Nitrit 
bestimmt. Es wurde gebildet im angewandten Gemisch 

von belichteter Milech. . . ... . . . 0,0704mg Nitrit 
», unbelichteter Milech. ...... . 0,0968 ,, Pe 


Endlich wurde ein Versuch mit der gleichen Milchmischung, bestrahlt 
und unbestrahit nach beiden Methoden aufgearbeitet. 


Versuch 7. 
40 cem Milch + 20cem m/3 Phosphat, 7,35 + 60 ccm Wasser werden 
1 Stunde lang wie oben angegeben bestrahIt. Die Mischungen werden 
ebenfalls in gleicher Weise wie oben hergestellt und 15 Minuten evakuiert. 
Es ergab sich nach der Methylenblaumethode im Wasserbad /bei 55° Ent- 
farbung 
bei Hauptprobe nach 300, 310, 300 und 300”. im Mittel nach 303”, 
bei Kontrollprobe nach 100, 100, 110 und 100”, im Mittel nach 103”. 


Nach der Nitratmethode, 30 Minuten im Wasserbad bei 55°, ent- 

standene Nitritmenge 
bei der Hauptprobe ... . . 0,026 mg, 0,026 mg 
» » Ssontroliprobe. ... . 0,066 ,, 0,066 ,, 

Die Wirksamkeit der Aldehydrase ist also, nach beiden’ Methoden 
gemessen, durch die angewandte Bestrahlung auf ungefahr ein Drittel 
ihres Wertes herabgesetzt. 

Weitere Versuche werden festzustellen haben, ob und welcher 
Einflu8 der Gegenwart von Sauerstoff bei der Belichtung zuzu- 
schreiben ist. 

Zusammenfassung. 

Die Messung der Aldehydrase der Milch (Schardingerenzym) ergab 
nach der Methylenblaumethode und der Nitratmethode  tiberein- 
stimmende Resultate. Der optimale pg lag bei 7,35. Durch Strahlung 
bei Sauerstoffzutritt wird die Wirkung des Ferments erheblich ge- 
schadigt. 


Biochemische Zeitschrift Band 215. 26 











Uber den Schwefelgehalt von Muskel und Leber der Ratte. 


Von 
Y. Kambayashi. 


(Aus dem Biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 14. September 1929.) 


Die nachfolgenden Versuche tiber die Verteilung der Schwefel- 
fraktionen in Leber und Muskel normaler Ratten waren als erster 
Teil einer Arbeit gedacht, in welcher die Verschiebungen im Schwefel- 
gehalt unter verschiedenen Bedingungen, besonders unter Licht- 
einfluB, festgestellt werden sollten. Da Verfasser aus auBeren Griinden 
die Arbeit nicht zu Ende fiihren kann, werden die Ergebnisse fiir 
normale Tiere, die bei dem geringen Material, welches iiber den 
Schwefelgehalt der Organe in der Literatur vorliegt, vielleicht inter- 
essieren dirften, gesondert mitgeteilt. Die urspriingliche Fragestellung 
wird in einer weiteren Arbeit aus dem Institut spater verfolgt werden. 


Die Angaben iiber den Schwefelgehalt der Organe sind nur sparlich. 
Den Schwefelgehalt des feuchten Muskels fand Hugo Schulz! bei 
Menschen zu durchschnittlich 0,25°,, wahrend der Prozentgehalt in 
getrockneter Menschenleber zu 0,964°,? angegeben wird. Es wiirde 
sich demnach der Schwefelgehalt der feuchten Leber auf ebenfalls 
etwa 0,25 °%, berechnen. Weit niedriger gibt Fr. Kriiger* den Schwefel- 
gehalt getrockneter Leber nach einer Schrift von Oidimann aus dem 
Jahre 1858 zu 0,0155 bis 0,0183 an. 


In meinen Untersuchungen handelt es sich nicht daram, den 
Wert des gesamten Schwefels in den betreffenden Organen zu bestimmen. 
sondern ich teilte, auf Vorschlag von Herrn Pincussen, den Schwefe! 
sofort in mehrere Fraktionen ein. Ich bestimmte einerseits den Gesamt- 
schwefel, d.h. den tiberhaupt in der Organsubstanz vorhandenen 


1 Pfliigers Arch. 56, 203, 1894. 
2 Ebendaselbst 54, 555, 1893. 
8 Zeitschr. f. Biol. 31, 400, 1895. 
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Schwefel, sodann den als Sulfat vorhandenen Schwefel und endlich 
den in wasserléslicher Form vorhandenen Schwefel, also den Schwefel 
in Aminoséuren und ihren Verbindungen, besonders dem Glutathion, 
zusammen mit dem Sulfatschwefel, um aus der Differenz die letztere 
Fraktion zu berechnen. 


Fir die Bestimmung des Gesamtschwefels folgte ich im wesent- 
lichen dem von Pincussen und Konarsky' angegebenen Verfahren, das 
ich nur insoweit anderte, daB ich ein anderes Oxydationsreagens be- 
nutzte. Das auf dem Wasserbad getrocknete Organ (ungefahr 1 g) 
wurde im Porzellanzentrifugengefé8 mit Kaliumnitrat und Salpeter- 
siure versetzt und auf kleiner Flamme abgedampft. Zu der noch nicht 
ganz trockenen Lésung wurden 2 ccm Zinknitratgemisch (25 g Natrium- 
chlorid, 10 g Ammoniumchlorid, 25 g Zinknitrat, Wasser zu 100 ccm) 
zugefiigt, bei kleiner Flamme zuniachst bis zur Trockne gedampft und 
dann langsam bis zur Rotglut erhitzt. Die dabei erhaltene fliissige 
Aschenschmelze wird nach dem Erkalten in verdiinnter Salzséure 
aufgelést, die noch heiBe Lésung mit heiBer 10°,iger Bariumchlorid- 
lésung gefallt, abzentrifugiert und mit heiBem Wasser bis zur Entfernung 
des iiberfliissigen Bariumchlorids in der Zentrifuge ausgewaschen. Das 
Bariumsulfat wird getrocknet, gegliiht und gewogen. 


Zur Bestimmung der wasserléslichen Schwefelverbindungen wurden 
ungefahr 5g Organ grob zerkleinert, durch Einstellen der Schale in 
eine Kaltemischung gefroren, fein zerrieben und unter Nachspiilen 
mit Wasser in einen MeBkolben von 50 ccm eingefiillt, so daB das Kélb- 
chen bis zu ungefahr zwei Drittel gefiillt war. Es wurden dann 5 ccm 
einer 20°, igen Trichloressigséurelésung zugegeben, gut gemischt und 
bis zur Marke aufgefiillt. Der Kolben wurde fiir kurze Zeit in ein Wasser- 
bad von 70° eingestellt und dann filtriert. Von dem Filtrat wurden 
aliquote Teile zur Bestimmung des Sulfatschwefels und des 4 seen 
wasserléslichen Schwefels genommen. 


Fiir die nephelometrische Bestimmung des Sulfatschwefels muBte, 
da die Lésung etwas gefirbt war, eine Entfairbung vorgenommen 
werden. 10ccm Filtrat wurden hierzu mit einigen Tropfen einer ge- 
sittigten Permanganatlésung und einigen Tropfen Perhydrol durch 
kurzes Aufkochen entfarbt. Es wurden dann 4ccm Normalsalzsaure 
zugefiigt und so lange erhitzt, bis ungefahr 1 cem Riickstand tibrigblieb. 
Dieser wurde nach den Angaben von Denis und Reed weiter behandelt 
und nach Zusatz von Gummi arabicum und Bariumchlorid im Nephelo- 
meter mit einer Standardlésung verglichen. Die Probe gibt die Menge 


1 Diese Zeitschr. 187, 398, 1927; vgl. auch Mikromethodik, IV. Aufl., 
S. 169. 
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der Gesamtsulfate, d.h. des als Schwefelséure und Atherschwefelsaure 
vorhandenen Schwefels. 


Kin anderer aliquoter Teil (im allgemeinen 2ccm) des Filtrats 
wurde im Wasserbad abgedampft, mit Salpetersiure und Kalium- 
nitrat versetzt, wieder verdampft und in gleicher Weise, wie fiir die 
Bestimmung des Gesamtschwefels beschrieben, 1 ccm Zinknitrat- 
gemisch zugefiigt und nun verascht. Es wurde in Salzsiure aufgelést 
und nach Verdiinnung mit Wasser ebenfalls nach Denis und Reed 
nephelometrisch der Schwefelgehalt bestimmt. Dieses Verfahren gibt 
den ganzen im Trichloressigsaurefiltrat enthaltenen Schwefel, also 
den Sulfatschwefel und den anderen wasserléslichen Schwefel. 


Die Untersuchungen sind an acht mannlichen Ratten im Gewicht 
zwischen 180 und 250 g ausgefiihrt. Die Organe — Leber und Ober- 
schenkelmuskulatur —- wurden steril entnommen, von anhaftendem 
Blute durch leichtes Spiilen befreit und in der beschriebenen Art zur 
Analyse genommen. Es ergaben sich in 100g feuchter Substanz die 
folgenden Werte fiir Gesamtschwefel, Sulfatschwefel und den wasser- 
léslichen Schwefel, auBer Sulfatschwefel, der sich als Differenz des 
Gesamtschwefels im Trichloressigsdurefiltrat und des anorganischen 
Schwefels berechnet. 





| Wasserléslicher 
Gesamtschwefel Schwefel, aufer Sulfatschwefel 





Sulfatschwefel 
mg mg mg 
t Muskel. 
249 58,5 7,2 
317 67,2 8,8 
256 68,5 11,5 
235 62,1 11,2 
220 71,5 10,2 
224 69,0 7,4 
212 66,1 8,2 
220 ms ‘ 75,8 8,2 
Mittel: 242 67,3 9.1 
Leber 
235 ~ 10,1 
256 52,1 7,9 
225 45,5 11,5 
222 57,5 96 
198 64,0 9,8 
210 61,9 8.4 
197 56,7 7,3 
233 : 43.4 ° 86 


Mitte]: 222 54,5 9,2 
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Die Werte des Gesamtschwefels in Muskel und Leber liegen sehr 
nahe beieinander und entsprechen in ihrer GréBenordnung dem von 
Schulz fir menschliche Leber angegebenen Werte. Was die Fraktionen 
betrifft, so ist der Mittelwert fiir den Sulfatschwefel fiir beide Organe 
iiberraschend gleich, wahrend der iibrige wasserlésliche Schwefel im 
Muskel ungefahr 20°), héher liegt als in der Leber. Da die Werte bei 
den einzelnen Tieren ziemlich nahe beieinander liegen und nur zwei 
Werte fiir den Gesamtschwefel im Trichloressigsaurefiltrat beim Muskel 
in die Werte fiir Leber hereinfallen, legt das verschiedene Verhalten 
dieser Fraktion in beiden Organen die Annahme einer charakteristischen 
Verschiedenheit nahe. 

















Zur Frage nach dem Schicksal der Brenztraubensaure bei der 
Autolyse des Muskelgewebes. 


Von 
A. Utewski. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 16. September 1929.) 


Die Brenztraubensaure lenkt bereits seit 11, Jahrzehnten die 
Aufmerksamkeit der Forscher auf sich und nimmt in verschiedenen 
Schemata des intermediiren Stoffwechsels einen wichtigen Platz ein. 
So stellt diese Séure nach P. Mayer und Neuberg sowie Gottschalk (1) 
eine der ersten Etappen der Oxydationsphase beim Kohlehydratzerfall 
dar; nach HEmbden (2) und seiner Schule verlaiuft die Verwandlung 
von Aminosauren (z. B. Alanin) in Produkte der Stabilisation — in 
Milchséure —- auf dem Wege iiber die Brenztraubensaure. 


Der Meinung der franzésischen Untersucher Blum und Woringer (3) 
nach diirfte der Ubergang der Fettsaéuren (Propion- und Valerianséure) in 
Milchsiiure durch die entsprechende Ketonsaure stattfinden. Den Vor- 
stellungen von Wieland (4) gemaéB geht der Zerfall der Dicarbon-, Oxy- 
und Ketoséuren, die sich aus Essigséure bilden, iiber die Brenztraubensaure. 
In der jiingsten Zeit haben A. Hahn und Herman (5) bewiesen, daB die 
Brenztraubensaéure in geringer Menge aus Milchséure wahrend der Autolyse 
von Muskelgewebe in Gegenwart von Methylenblau entsteht. 

Obwohl die Brenztraubensaéure in verschiedenen Schemata des inter- 
mediaren Stoffwechsels sozusagen im Mittelpunkt steht, so ist uns dennoch 
nicht viel iiber die Umwandlungen bekannt, denen sie unterworfen wird. 
So ist unter anderem nicht einmal die Frage beantwortet, ob fein zer- 
riebenes Muskel- oder Lebergewebe die Fahigkeit besitzt, bei der Autolyse 
die Brenztraubensaure zu zersetzen, oder ob die Funktion der auf diese Ver- 
bindung einwirkenden Fermente an die unbeschaédigte Struktur des Muskels 
gebunden ist. M. Tschernorutzky (6) hat nachgewiesen, daB das bei der 
Autolyse von Muskel- und Lebergewebe von Kaninchen und Hunden diesem 
Gewebe beigefiigte brenztraubensaure Natrium ziemlich bald aus der 
Lésung versehwindet. Von Simon und Aubel (7) wurde die Vermutung 
dariiber geéiuBert, da8 hier keine fermentative Umwandlung, sondern eine 
Adsorption stattfinde. Durch wiederholtes Spiilen des Muskelgewebes ist 
es diesen Forschern naémlich gelungen, einen betrachtlichen Teil der ver- 
schwundenen Brenztraubenséure wieder abzuwaschen. Meyerhof (8) 
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glaubt, daB die Brenztraubensiure im Muskelgewebe ebenso wie in der 
auBeren Lésung verteilt und nicht selektiv adsorbiert wird; aber auch 
Meyerhof stellt das Vorhandensein von aktiver Carboxylase im zerriebenen 
Muskelgewebe in Abrede und nimmt an, daB die Faihigkeit, die Brenztrauben- 
siure in CH,COH und CO, zu zersetzen und das Vermégen, Kohlehydrate 
aus dieser Séure zu synthesieren, nur dem unversehrten heilen Muskel inne- 
wohnt und offenbar mit seiner Struktur verbunden ist. 

Gegen die Abwesenheit von Carboxylase in zerriebenem Muskelgewebe 
spricht jedoch die Tatsache, daB in einem Gewebe, welches in Anwesenheit 
von brenztraubensauren Salzen autolysiert wurde, die Bildung von Acet- 
aldehyd angeregt wird (beziiglich des Lebergewebes wurde dies von Gott- 
schalk (9) nachgewiesen, beziiglich des M. pectoralis der Tauben von 
Utewski (10), fiir zerriebenes menschliches Gewebe von Wohlgemuth (11). 


In allen diesen Versuchen war aber die Menge des gebildeten Acet- 
aldehyds sehr geringfiigig im Vergleich zu dem Quantum der beigefiigten 
brenztraubensauren Salze und stand in keinem Verhaltnis zu der theoretisch 
méglichen Menge. Es bleibt nur anzunehmen iibrig, da8 die Brenztrauben- 
siure entweder tatsaéchlich bei der Autolyse unverandert bleibt, oder aber 
nicht auf dem Wege einer carboxylatischen Spaltung, sondern in anderer 
Weise verandert wird. 


Unsere Arbeit verfolgte das Ziel, die Méglichkeit anderweitiger 
Umwandlungen der Brenztraubensaéure, auBer dem carboxylatischen 
Zerfall, bei der Autolyse des Muskelgewebes nachzuweisen. 


Zunachst untersuchten wir, wie rasch die Brenztraubensaure 
bei der Autolyse der Gewebe schwindet. Wir stellten unsere Versuche 
an funktionell verschiedenen Tauben- und Kaninchenmuskeln an. 


In allen Experimenten wurde zu 10g eines gut zerriebenen Muskel- 
gewebes eine gewisse Menge brenztraubensaures Natron, Pufferlésung 
(meist Phosphat) und ein Antisepticum (Toluol) beigefiigt. Bei kurzdauern- 
den Versuchen (3 bis 5 Stunden) wurde die Probe ohne Antisepticum an- 
gestellt. Das Gewebe wurde im Brutschrank bei 40° (bei Vogelmuskeln) 
und bei 37° (bei Kaninchenmuskeln) einer Autolyse unterworfen. Als 
Kontrolle dienten dieselben Proben, in denen die Brenztraubensaéure sofort 
bestimmt wurde. Zur Bestimmung der Brenztraubensféure wurde dieselbe 
durch Phenylhydrazin gefallt und das so gewonnene Phenylhydrazon der 
Brenztraubensaure alkalimetrisch bestimmt (die EiweiBstoffe waren zuvor 
mit Trichloressigséiure gefallt). In Anbetracht der allerdings geringfiigigen 
Léslichkeit des Phenylhydrazons der Brenztraubenséure in Wasser und der 
Notwendigkeit, das Sediment abzuwaschen, wurde eine Korrektur wegen 
der Léslichkeit in das Resultat eingeschaltet, und zwar nach der von Simon 
und Aubel vorgeschlagenen Formel: 


v. 
t a. ‘ 
(v + 0,12) 88 mg, 


wobei v das Volumen des beim Titrieren verbrauchten Alkali (¢ Titer der 
Lésung) und v, das Volumen des Spiilwassers bedeutet. Als Indikator 
bedienten wir uns des Bromthymolblaus und des Phenolphthaleins. 
Unsere Versuche haben erwiesen, dai brenztraubensaures Natron 
in Anwesenheit von zerriebenem Muskelgewebe tatsdchlich allmahlich 
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aus der Lésung verschwindet (s. Tabelle 1). Wir gebrauchten in unserer, 
Versuchen nicht allzu groBe Dosen von brenztraubensauren Salzen 
wie es die friiheren Untersucher getan hatten, und iibertrafen nicht dic 
Dosis von 200 bis 250mg CH,COCOONa pro 10g Muskelgewebe 


Tabelle I. 
Veranderung des CH,COCOONa bei Autolyse des M. pectoralis von Tauben. 





Zugefiigt von Gefunden Verschwunden Dauer 
Nr. CHgCOCOONa nach Autolyse aus der Lisung der Autolyse 


mg mg mg Std. 


132,0 199.0 23.0 
175,0 137,9 38,0 
134.0 70,0 64.6 
165.4 35,0 130.4 
200.6 65,1 135.5 
176.8 88,8 88,0 
199.0 48.4 141.6 
192.0 57,6 134.4 


SIP ok WMH 


Um darzutun, daB der Schwund des brenztraubensauren Na in 
unseren Versuchen nicht von der Adsorption allein herriihren kennte. 
wuschen wir die Muskeln wiederholt mit heiBem angesdiuerten Wasser 
Die Spiilfliissigkeit wurde unter vermindertem Druck konzentriert und 
darin eine Probe auf Brenztraubensaure angestellt. In solcher Weise 
gelang es jedoch, nur unbedeutende Mengen von CH,COCOONa 
nachzuweisen. 

Waren die Muskeln vor Zusatz des CH,COCOONa 15 bis 20 Mi- 
nuten gekocht, so konnte darin kein Zerfall der brenztraubensauren 
Salze beobachtet werden (s. Tabelle II); auch in der Kalte fiihrte das 
Muskelgewebe keine Umwandlung des CH,COCOONa herbei 
(s. Tabelle II). Alles dies zeugt davon, daf wir es hier eher mit einem 
fermentativen Vorgang als mit der Adsorption zu tun haben. 


Tabelle 11. 
Veranderung des CH,COCOONa bei Autolyse. 





4 Ver- 

Gefunden  sehwunden Dauer 
nach aus der der 

Autolyse Lésung Autolyse 


Zugefiigt von 
CH; COCOON, 


mg mg mg Std 


10g M. pect. von Tauben 

(Kontrolle) 15,8 134,2 18 
10 g M. pect. von Tauben 
(vorher gekocht 20 Min.) 


10 g M. pect. von Tauben 
(Autolyse bei 0° C) 
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Wie aus den angefiihrten Protokollen ersichtlich ist, sind bei weitem 
nicht alle Gewebe in gleichem MaBe dazu befahigt, CH,COCOONa zu 
zerstoren (s. Tabelle ITI). 

So zerstért z.B. der dunkelrot gefarbte, aber funktionell den 
weiBen Muskeln sehr nahestehende M. pectoralis das hinzugefiigte 
CH,COCOONa in weit intensiverer Weise als die hellrote Muskulatur 
der Beine. 

Tabelle III. 
Veranderung des CH,COCOONa bei der Autolyse funktionell verschiedener 
Muskel!n. 





Dauer 
Verschwunden aus der Lisung der 
Autolyse 


Zugefiigt von 
Tierart CH,COCOONa 


mg mg mg Std 


Tauben M. pectoralis Beinmuskulatur 
198,8 141.4 99,4 18 
190.0 135.5 64,0 18 
209,0 123,0 105,0 18 


Kaninchen M. semiten- 
dinosus, semi- M. biceps 
mem bronosus femoris 
200,0 144,90 84.0 18 
190,0 120.0 30.1 18 


Bei Kaninchen konnten wir eine etwas abweichende Erscheinung 
beobachten. Die weifen Muskel M. M. biceps femoris und glutaeus 
zerstoren die brenztraubensauren Salze nur sehr wenig; dieselben 
verschwinden in etwas intensiverer Weise aus der Lisung, wenn zer- 
riebene M. M. semitendinosus und semimembranosus _hinzugefiigt 
worden sind. 

Die glatte Muskulatur (der driisige Magen der Végel), auch das 
Leber- und Hirngewebe, zerstéren gleich der quergestreiften Muskulatur 
die Brenztraubensiure bei der Autolyse (s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Verainderung der CH,COCOONa bei Autolyse. 





Ver- 
schwunden 
aus der 
Lisung 
mg mg mg Std 


Dauer 
der 
Autolyse 


Gefunden 
nach 
Autolyse 


Zugefiigt von 
CH,COCOONa 


| Glatte Muskulatar 190 45 145 24 
Leber (Kaninchen) 204 82,7 121,3 24 
Gehirn (Hund) 152.2 68.6 836 18 


Welche kénnen aber jene Umwandlungen sein, denen die Brenz- 
traubensaure bei der Autolyse unterliegt ? Die carboxylatische Spaltung 
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derselben in CH,COH und CO, kann offenbar nicht der einzige Wey 
dazu sein, da die sich in Anwesenheit der CH,COCOOH bildenden 
Mengen von Acetaldehyd héchst gering sind (Gottschalk, Utewski) 
Am wahrscheinlichsten ist hierbei die direkte Oxydation der Brenz 
traubensaure in Essigsaure, wobei das Stadium des Acetaldehyds um- 
gangen wird (diesen Vorgang konnte Toeniessen (12) in seinen Ver. 
suchen an isolierten Muskeln nachweisen), oder aber es entsteht Milch- 
siure aus Brenztraubenséure, woriiber Otani (13) in seiner Arbeit mit 


tiberlebender Leber spricht. 


Wir bestimmten die Menge der fliichtigen Sauren, die sich bei 
der in Anwesenheit von brenztraubensauren Salzen fortschreitenden 
Autolyse des Muskelgewebes bilden, indem wir die Muskelsuspension 
mit Phosphorséure anséuerten und die fliichtigen Sauren durch De- 
stillation verdunsten lieBen. Unsere Versuche haben erwiesen, dal} 
die fliichtigen Sauren in minimalen Mengen (1 bis 2 mg) gebildet werden; 
folglich darf von einem irgendwie bemerkbaren Ubergange der 
CH,COCOOH in CH,.COOH nicht die Rede sein. 


Um nachzuweisen, ob sich wahrend der Autolyse aus der Brenz- 
traubensaure Dicarbonsauren bilden, bestimmten wir in der der Autolyse 
unterworfenen Suspension auch die Apfelséure. Wir folgten der Methode 
von Joder (14), welche auf der Tatsache begriindet ist, daB die Polari- 
sationsfliche der Apfelsiure in Anwesenheit von Uranylsalzen viel 
starker rotiert wird (l-Rotation). 


Unsere Versuche haben erwiesen, da wahrend der Autolyse keine 
Apfelsiure aus Brenztraubensaure gebildet wird. 


Damit blieb also die Méglichkeit am wahrscheinlichsten, daB ein 
Ubergang der Brenztraubensiure in Milchsiure stattfindet, wobei 
erstere in Form von Milchsaéure entweder in der Lésung bleiben konnte 
oder aber weitere Umwandlungen erleiden diirfte. Meyerhof zeigte. 
daB isolierte Muskeln die Fahigkeit besitzen, Kohlehydrate aus Brenz- 
traubenséure zu synthesieren, und zwar ebenso leicht und mit dem 
nimlichen Atmungskoeffizienten wie aus Milchsaure. 


Wir stellten nun Versuche an, um die Méglichkeit der Bildung von 
Milchsaure aus Brenztraubensaure wahrend der Autolyse nachzuweisen. 


Zu diesem Zwecke wurde eine Reihe von Proben angestellt, wobei genau 
abgewogene Mengen von zerriebenem Muskelgewebe (gewéhnlich 10g) in 
eine Lésung gebracht wurden, die aus 50 cem CH,COCOONa (etwa n/20) 
+ 10cem Puffersubstanz (Phosphat, pg 6,8) bestand. Diese Proben dienten 
dem Versuche. Die gleichen Portionen von zerriebenem Muskelgewebe 
wurden in 50ccm Wasser + 10ccm einer Puffersubstanz eingefiihrt und 
dienten als Kontrolle. Nach einer drei- bis vierstiindigen Autolyse wurde 
sowohl in den Versuchs- als auch in den Kontrollproben eine Fallung nach 
Schenck gemacht. 5ccm Filtrat dienten zur Bestimmung von Milchsaure. 
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Nachdem Kohlehydrate nach van Slyke ermittelt worden waren, wurde die 
Milchséure nach Fiirth-Charnass-Embden bestimmt. Gleichzeitig damit 
wurde in dem iibrigen, streng abgemessenen Teil des Filtrats (meist 60 bis 
70cem) die in der Lésung verbliebene und nicht verschwundene Brenz- 
traubenséure bestimmt. 

Da die Moéglichkeit nicht ausgeschlossen war, daB sich bei der Oxy- 
dation von K MnO, aus der CH,COCOOH selbst sulfitbindende Substanzen 
bilden kénnten (wodurch eine falsche Steigerung der Milchséiurewerte 
entstehen kénnte), so stellten wir zur Klarung dieses Umstandes eine 
Kontrolle mit reiner Lésung an. Es zeigte sich, daB ein bedeutender Teil 
der Brenztraubenséiure bei der Fallung der Kohlehydrate im Sediment 
bleibt (Verfahren nach van Slyke), die iibrige Brenztraubensaéure aber nur 
in minimalen Mengen sulfitbildende Substanzen bildet und die Richtig- 
keit der Ergebnisse nicht beeinflussen kann. 


Unsere Versuche zeigten, daB in Anwesenheit von CH,COCOOH 
die sich bei der Autolyse bildenden Mengen von Milchsaure bedeutend 
steigern. So erhielten z. B. die in brenztraubensaurem Na suspendierten 
Muskeln nach dreistiindiger Autolyse 96 mg Milchsiure, wahrend in 
der Kontrolle (Muskel in Wasser suspendiert) bloB 81 mg Milchsaure 
gebildet war. 


Dasselbe wurde auch in allen iibrigen Fallen beobachtet (s. Tabelle V). 


Tabelle V. 


Veranderung des CH,COCOONa und Milchsaurebildung bei Autolyse 
von M. pectoralis von Tauben. 





¥ 


COCOONa 


‘ontrolle) 


der Lisung 


CH; 
( 


Brenztraubensdure, 
verschwunden aus 

Milchsiurewerte 
auer der Autolyse 


Milchsdurebildung 
in Abwesenheit des 
VergréBerung der 


3 
R 
3 
R 
Z 


M. pect., 10g + 175mg 
CH,COCOONa j } 81 


M. pect., 10g + 200mg 
CH,;COCOONa é 117.6 906 


M. pect., 10g + 160 mg 
CHs,COCOONa j 109,8 87,6 
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Vergleicht man die Mengen der verschwundenen Brenztrauben- 
siure und das iiberschiissige Quantum der wahrend der Autolyse ge- 
bildeten Milchsaure, so sehen wir, daB Werte erzielt werden, die einander 
ziemlich nahestehen, und daB der Uberschu8 an Milchsiure etwa 
50° (und mehr) der verschwundenen Brenztraubenséure ausmacht. 














412 A. Utewski: Schicksal der Brenztraubensdure bei der Autolyse. 


Ob wir es hier mit einer direkten Reduktion der Brenztrauben 
sdure in Milchsaure oder mit einem komplizierteren Vorgange zu tun 
haben, das miissen weitere Untersuchungen zeigen, welche bereits 
im Gange sind. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Autolyse von Muskel-, Leber- und Hirngewebe ve: 
schwinden geringe Mengen von brenztraubensaurem Na, das dem 
Gewebe beigefiigt wird, aus der Lésung. 

2. Der M. pectoralis von Tauben zerstért das brenztraubensaures 
Na in intensiverer Weise als die Muskulatur der Beine. Bei Kaninchen. 
geweben verandert sich das CH,COCOONa, welches zerriebenen 
weiBen Muskeln (M. biceps femoris, Glutaeus) beigefiigt wurde, in 
schwachem Grade. In intensiverer Weise wird diese Substanz durch 
die M. M. semitendinosus et semimembranosus bei der Autolyse zerstért 

3. Wahrend der Autolyse des M. pectoralis von Tauben werden 
in Anwesenheit von brenztraubensaurem Na unbedeutende Mengen 
fliichtiger (Essig) Sauren gebildet, und es ist keine Apfelsdurebildung 
nachweisbar. 

4. Die Menge der bei der Autolyse des M. pectoralis der Tauben 
in Anwesenheit von brenztraubensaurem Na _ gebildete Milchsiure 
ist bedeutend gesteigert. Dies gestattet die Vermutung, da8 Brenz- 
traubenséure unter Einwirkung der Fermente des Muskelgewebes in 
Milchsaure iibergeht. 
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1920. — 4) Wieland, Oppenheimers Handb. d. Biochem. 2, 263. — 5) Hahn 
und Herman, Zeitschr. f. Biol. 88, 516, 1929. — 6) M. T'schernorutzki. dies« 
Zeitschr. 48, 486, 1912. — 7) Simon und Aubel, Bull. de la Soc. Chim 
biol. 5, 424, 1924. — 8) O. Meyerhof, Lohmann, Meyer, diese Zeitschr. 
157, 459, 1925. — 9) Gottschalk, ebendaselbst 146, 582, 1927. — 10) Utewski, 
ebendaselbst 204, 81, 1929. — 11) Wohlgemuth und Nakamura, ebendaselbst 
175, 216, 1926. — 12) Toeniessen, Ber. d. Physiol. 38, 532, 1927. — 13) Otani, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. 178, 229, 1925. — 14) Joder, Zeitschr. f. Nahrungs- 
u. GenuBm. 22, 329, 1911. 
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Uber die Verbreitung der Hexosephosphorsiure in verschiedenen 
Muskeln und Organen des tierischen Organismus. 
Von 


0. Feinsehmidt. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 16. September 1929.) 


Bis vor jiingster Zeit wurde auf Grund einer Reihe von experi- 
mentellen Daten angenommen, da die Hexosephosphorsaure eine fiir 
die Muskeln spezifische Substanz darstellt. 


1924 wurde von Embden und Zimmermann (1) aus Kaninchenmuskeln 
ein Praparat gewonnen, das ungeachtet eines gewissen Gehalts an, Stickstoff 
von diesem Autor doch auf Grund seiner Eigenschaften mit der Hexose- 
di-phosphorséure der Gaérung als identisch erklart wurde. 1927 wurde die 
Frage nach dem chemischen Bau der Hexosephosphorséure der Muskeln 
von Embden und Zimmermann (2) wiederum nachgepriift, wobei es ihnen 
endlich gelang, ein reines, stickstofffreies Praparat aus Kaninchenmuskeln 
zu gewinnen, das sie nach den chemischen Eigenschaften dieses letzteren 
als Hexosemonophosphorséure ansprachen. Hmbden (3) schrieb der Hexose- 
monophosphorséure eine hervorragende Bedeutung fiir die Dynamik der 
Muskelkontraktion zu. Es wurde angenommen, da8 in den willkiirlichen 
Muskeln groBe Mengen Hexosemonophosphorsaure enthalten sind, aus der 
waihrend der Muskeltatigkeit Milch- und Phosphorséure produziert wird. 
Bis 1927 herrschte die Anschauung, die Hexosephosphorséure ware in den 
Muskeln der einzige Ausgangspunkt zur Bildung von o-Phosphorséure. 
Obgleich 1927 in den Muskeln eine neue, labile Phosphorverbindung (4), 
die Kreatinphosphorséure, entdeckt wurde (welche, wie nachher festgestellt 
wurde, bei der Muskelkontraktion und in einigen anderen experimentellen 
Bedingungen, wie bei Autolyse, Rigiditét u. a., in o-Phosphorséiure und 
Kreatin zerfallt), so blieb man doch bei der Meinung, die sich unter gewissen 
Verhaltnissen bildende Phosphorséure sei, auBer der durch Zerfall von 
Kreatinphosphorsiure entstehenden, auf Kosten einer Aufspaltung der 
Hexosemonophosphorsaéure entstanden. Es wurde noch eine neue Phosphor- 
verbindung aufgefunden, die bei ihrem Zerfall wiederum zur Bildung von 
Phosphorsaéure in den Muskeln AnlaB gibt. Endlich wurde die eingebiirgerte 
Ansicht widerlegt, die Bildung von o-Phosphorséure in den Muskeln sei 
nur mit einem Abbau der Hexosemonophosphorséure verbunden. Den 
Nachweis dieser neuen Phosphorverbindung in den Muskeln fithrte 1928 
Lohmann (5); ihm war es namlich gelungen, in den Muskeln das Vorhanden- 
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sein einer anorganischen Phosphorverbindung — der Pyrophosphorsaure 
festzustellen und nachzuweisen, daB diese Verbindung im Muskelgewel. 
fermentativ in Molekiile von o-Phosphorsdure zerfallen kann. 


AuBer der Meinung Embdens iiber die Bedeutung der Hexosephosphor- 
séure fiir die Muskeltatigkeit, gab es auch entgegengesetzte Ansichten. So 
aiuBerte Meyerhof (6) die Vermutung, die Hexosephosphorsaure der Muske!n 
bilde wahrscheinlich kein stabiles Produkt, trete vielmehr in der Muskulatur 
als ein intermediaéres Produkt des Kohlehydratstoffwechsels auf. Auch 


Hill (7) gab Zweifeln dariiber Ausdruck, ob der Hexosephosphorsaéure der 


Muskeln auch wirklich jene wichtige Rolle zukomme, die Embden ihr zu- 
erteilte. Seiner Meinung nach ist némlich die Tatsache schwer zu erklaren, 
daB die Muskelkontraktion eine Herabsetzung des Gehalts der Muskeln an 
Hexosephosphorsaéure nach sich zieht. Aus der Voraussetzung, Glykogen 
sei das Ausgangsprodukt fiir die Bildung von Milchséure in den Muskeln, 
ist es nach Hill schwer denkbar, wie bei Vorhandensein von vorratigem 
Ausgangsprodukt (Glykogen) bei der Bildung des Endproduktes (Milch- 
siure) der Gehalt an intermediérem Produkt —- Hexosephosphorsaure - 
sich vermindern mu8B. Gleichzeitig damit wies Hill auf die Unvollkommen- 
heit des Verfahrens zur Bestimmung von Hexosephosphorséure hin, das 
die Untersucher angewandt haben. 


Zur Bestimmung der Hexosephosphorséure in den Muskeln ist man 
bis vor jiingster Zeit auf indirektem Wege vorgeschritten. Man urteilte 
namlich iiber die in den Muskeln vorhandene Menge von Hexosephosphor- 
séure nach der Menge H, PO,, die sich wahrend einer zweistiindigen Aurolyse 
des Muskelbreies in einer 2% igen NaHCO,-Lésung abspaltet. Nach Embden 
entsteht die unter diesen Bedingungen im Muskelbrei sich bildende H, PO, 
auf Kosten eines vollstandigen Abbaues von Hexosephosphorséiure. Wir 
sehen, da dies keine direkte Bestimmungsmethode ist. Sie fuBt auf der 
Fahigkeit der Muskelfermente, wahrend der Autolyse H,PO, abzuspalten. 
Damit ist aber noch keineswegs bewiesen, in welcher Menge Hexosephosphor- 
séure in den Muskeln vorhanden ist. Es ware ein Fall denkbar, wo infolge 
der Versuchsbedingungen, die fermentative Fahigkeit des Muskelbreies 
bei Autolyse H,PO, zu bilden, herabgesetzt ware, wihrend sein Gehalt an 
Hexosephosphorséure unveraindert fortbestanden oder sich sogar noch 
vermehrt hatte. Wenn wir aber die Menge von vorhandener Hexosephosphor- 
sdure nach der wahrend der Autolyse abgespaltenen H,PO, beurteilen 
wollten, so wiirden wir den Gehalt an Hexosephosphorséure vermindert 
finden. 


Zuvor hatte bereits Newberg mit seinen Mitarbeitern (8) gezeigt. 
daB in den Zellen ein Erzym vorkommt, das die Ester der Pyrophosphor- 
sdure zu o-Phosphorsaure hydrolysiert. Diese Feststellung ist deshalb 
von Wichtigkeit, als nach neueren Untersuchungen die Pyrophosphor- 
sdure nicht frei, sondern gerade in Esterform in den Muskeln vorhanden 
ist. Die Gegenwart von Pyrophosphatverbindungen in Muskeln zeigt 
ebenfalls die Notwendigkeit einer neuen Bestimmungsmethode der 
Hexosephosphorsiure. Vor der Auffindung der Pyrophosphorsaure 
glaubte man, daB in allen denjenigen experimentellen Bedingungen 
(bei Autolyse, verschiedener Rigiditat u.a.), bei denen der Gehalt 
der Muskeln an o-Phosphorsiure erhéht ist, dieser Anstieg mit ver- 
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mindertem Gehalt an Hexosephosphorsaure einhergeht. Lohmanns 
Untersuchungen haben aber gezeigt, da o-Phosphorsaure in den 
Muskeln bei verschiedenen Arten der Rigiditat nicht durch Zerfall der 
Hexosephosphorsaure, sondern durch Abbau von Pyrophosphorsiure 
gebildet wird. 

Des weiteren wurde durch die Untersuchungen von Embden und 
Jost (9) bewiesen, daB bei zweistiindiger Autolyse des Muskelbreies in 
einer 2°%igen NaHCO,-Lésung bei 40° ein betrachtlicher Teil der 
Hexosephosphorsaure nicht gespalten wird. Gleichzeitig wurde von 
Embden und Jost ein neues Verfahren zur Bestimmung der Hexose- 
phosphorsaure ausgearbeitet; dasselbe besteht in der Bestimmung der 
reduzierenden Fahigkeit der aus dem Muskelextrakt gefallten Phosphor- 
verbindungen. 

Dabei macht sich als besondere Erschwerung der Umstand. geltend, 
daB nach den Befunden von Newberg und Leibowitz (10) aus Hexose- 
di-phosphat auf enzymatischem Wege mindestens zwei verschiedene, 
Hexosemonophosphate mit ungleichen Eigenschaften und Grundzuckern 
hervorgehen. 

Alle Untersuchungen tiber die Rolle der Hexosephosphorsaure, 
die derart ausgefiihrt sind, daB ihre Menge durch die wahrend der Auto- 
lyse abgespaltene H,PO, beurteilt wurde, kénnen keinen Anspruch 
auf Vertrauen mehr erheben. Es sind neue Forschungen’ notwendig 
geworden, um die Rolle der Hexosephosphorsdéure in den Muskeln zu 
klaren. 

Unsere Untersuchungen sollten dazu dienen, die Verteilung der 
Hexosephosphorsiure in veschiedenen Muskeln und Organen des 
Organismus zu bestimmen. 

Bis vor kurzem meinte man, die Hexosephosphorsaure befiande 
sich nur in der willkiirlichen Muskulatur. Andere Organe, glatte 
Muskeln, sollten keine enthalten oder bestenfalls nur Spuren davon 
aufweisen. 

In einer friiher von Ferdmann und Feinschmidt (11) veréffentlichten 
Untersuchung, wo sie sich mit dem Gehalt verschiedener Muskeln 
und Organe an Phosphorverbindungen befaBten, wurde festgestellt, 
daB bei der Autolyse von Brei aus allen von uns gepriiften Organen in 
Na HCO, bestimmte Mengen von o-Phosphorsaure abgespalten werden. 
Sie hielten aber von der Annahme ab, diese o-Phosphorsaure sei auf 
Kosten der Spaltung von Hexosephosphorsaure gebildet, und da 
folglich die Organe der Tiere Hexosephosphorsaure enthalten. 

In unseren neuen vorliegenden Untersuchungen haben wir zwar 
das Vorhandensein von reduzierenden Phosphorverbindungen in der 
glatten Muskulatur und in den Organen festgestellt, haben aber, bevor 
Praiparate dieser Verbindungen aus glatten Muskeln und Organen 
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isoliert werden, keinen geniigenden Grund, anzunehmen, diese redu- 
zierenden Phosphorverbindungen seien mit der Hexosephosphorsiure 
der willkiirlichen Muskeln identisch. 

Die Untersuchungen wurden von uns an Saéugetieren und Végeln an 
gestellt. Es wurde der Gehalt der weiBen und roten Kaninchen- und 
Hahnmuskeln an Hexosemonophosphorsaure untersucht; auch wurde) 
die reduzierenden Phosphorverbindungen des Herzmuskels, der glatten 
Muskulatur, des Hirngewebes und der Nieren erforscht. Die Hexose- 
monophosphorsaéure der Muskeln und Organe wurde nach Embden 
und Jost (9) untersucht, wobei der Gehalt an reduzierenden Phosphor- 
verbindungen in Organen als Hexose festgestellt wurde, wie es Embden 
und Jost fiir die Hexosemonophosphorsaure der willkiirlichen Muskeln 
vorgeschlagen haben. 

Unsere Untersuchungen (Tabelle 1) haben erwiesen, daB weibe 
Muskeln sowohl bei Kaninchen als auch bei Hahnen mehr Hexose 
phosphorsaure enthalten, als die roten Muskeln. 





Tabelle I. 
ts ue Hexosemono- 
Datum Versuchstiere Muskel eee 
1929 0/5 

17. I. Kaninchen Biceps fem. 0,112 
Semitendinosus 0,086 
22. I. - Biceps fem. 0,146 
Semitendinosus 0,106 
3. I. Biceps fem. 0,115 
Semitendinosus 0,082 
8. II. Hahne Brustmuskel 0,190 
; Beinmuskel 0,074 
6. II. ‘ Brustmuskel 0,142 
Beinmuskel 0,996 

In der glatten Muskulatur und den Herzmuskeln ist — wie aus 


Tabelle II ersichtlich — stets in bedeutenden Mengen das Vorhandensein 
von reduzierenden Phosphorverbindungen festzustellen. Dabei ist im 
Herzmuskel mehr davon als in der glatten Muskulatur. 

er Gehalt von Gehirngewebe und Nieren an reduzierenden Ver- 
bindungen ist in Tabelle III dargestellt. Wir sehen also, daB der Gehalt 
des Hirngewebes an reduzierenden Phosphorverbindungen etwa dem- 
jenigen des Herzmuskels und der roten willkiirlichen Muskeln gleich- 
kommt. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen deuten darauf hin, da/i 
reduzierende Phosphorverbindungen nicht allein in der willkiirlichen 
Muskulatur, sondern auch im Herzmuskel, den glatten Muskeln und 
verschiedenen Organen des tierischen Organismus vorhanden sind. 
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Tabelle II. 





Hexosemono- 





Datum Organe ee 
1929 %o 
a 8 Muskelmagen der Taube .... . 0,049 
| aa 8 = des Hahnes. .... 0,040 
ca Uterus des Kaninchens....... 0,071 
&. _ § 2 eae eee 0,069 
6. IL. Sa 0,067 
8. II. ‘js » Meerschweinchens. .. . 0,058 
7. Il. DS <>< + « 6 0,060 
Tabelle III. 

Page Hexosemono- 
Datum Organe Pe ones” 
1929 %o 
16... 1. Gehirn der Taube ........ 0,063 
10. L a IN cs Spice. ecw ws 0,065 
3. 2. » Meerschweinchens. . . 0,053 
18. I. * es. SS ck ek 0,048 
12. II. M des Kaninchens. .... . 0,055 
12. IL. Niere , . EES eee 0,040 

Literatur. 
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Zur Methodik der Kohlenstoffbestimmung im Harn. 


Von 
K. Voit. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 
(Eingegangen am 16. September 1929.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im AnschluB an die Untersuchungen von Stepp! iiber den so- 
genannten Restkohlenstoff des Blutes begann man in letzter Zeit, auch 
dem Gesamtkohlenstoff des Harns wieder gréBere Aufmerksamkeit 
zu widmen, nachdem schon vor vielen Jahren der Quotient C: N im 
Harn Gegenstand zahlreicher Untersuchungen war (C. Voit, Rubner, 
Spiro, Magnus-Alsleben? usw.). Angeregt durch die interessanten 
Feststellungen von Bickel? und seiner Schule iiber die dysoxydative 
Carbonurie, insbesondere beim Diabetes mellitus, begannen auch wir 
an der Klinik uns mit dem Problem des dysoxydablen Kohlenstoffs 
eingehender zu befassen. 

Es ist besonders fiir den Kliniker von Wichtigkeit, fiir die Kohlen- 
stoffbestimmung eine Methode zur Verfiigung zu haben, die bei ge- 
niigender Genauigkeit auch verhaltnisma$ig einfach ist und insbesondere 
* nicht zu lange Zeit in Anspruch nimmt, da vielfach Doppelbestimmungen 
notwendig sind. Man wird daher immer wieder versuchen, eine Ver- 
brennung auf nassem Wege durchzufiihren, um so mehr, als eine Ein- 
engung des Harns fiir die Bestimmung des Gesamtkohlenstoffs nicht 
in Frage kommt und die Elementaranalyse viel Zeit und groBe Ubung 
bei der Verbrennung erfordert. 


Wir hatten zunachst die Methode von Nicloux* versucht, der den Harn 
mit Chromschwefelséure in Gegenwart von Silberchromaten verascht, das 


1 W. Stepp, Ergebn. d. Physiol. (Asher und Spiro) 19, 291, 1921; 
Miinch. med. Wochenschr. 1919, Nr. 28, 8S. 711. 

2 E. Magnus-Alsleben, Zeitschr. f. klin. Med. 68, 358, 1909. 

3 A. Bickel und O. Kauffmann-Cosla, Virchows Arch. 259, 186, 1926. 

4 M. Niclouzx, Bull. d. la soc. d. chim. biol. 9, Nr. 6, S. 639, 1924 
(ref. v. Schmitz in Rona, Ber. iib. d. ges. Physiol. 48, 183, 1928). 





—, fet Ca fed 





nm soO- 
auch 
mkeit 
N im 
ubner , 
anten 
lative 
h wir 
istoffs 


ohlen- 
el ge- 
ndere 
ungen 
» Ver- 
» Ein- 
nicht 
Ybung 


Harn 
t, das 


1921; 


1926. 
1924 


K. Voit: Kohlenstoffbestimmung im Harn. 419 


frei werdende Gas in einen evakuierten Teil des Apparats einsaugt und die 
Kohlenséure durch Adsorption mit geringen Mengen Kalilauge ermittelt. 
Das Verfahren hat sich uns jedoch nicht bewahrt. Abgesehen von hin und 
wieder auftretenden Explosionen (stiirmische Entwicklung von Sauer- 
stoff usw.), gewann man den Eindruck, daB’ auch vielleicht Stickoxyde und 
eventuell auch SO,-Dampfe bis zur Kalilauge gelangten. Die von Boivin? 
vorgeschlagene Modifikation mit rotgliihendem Platinstab zur Verbrennung 
der letzten Spuren von Kohlenoxyd zu Kohlensaéure haben wir nicht ver- 
sucht. 

Dagegen hat sich uns die C-Bestimmung auf nassem Wege nach 
der von Stepp fiir das Blut angegebenen und kiirzlich von Deutsch- 
berger? etwas modifizierten Methode mit den fiir den Harn notwendigen 
Abanderungen sehr gut bewahrt. Da das von uns gewahlte Verfahren 
in manchen Punkten von der von Gomez*, sowie von Meyer- Bisch und 
Kiihn* beschriebenen Apparatur abweicht, so geben wir im folgenden 
eine Beschreibung der Methode wieder. Unsere simtlichen Kohlenstoff- 
bestimmungen im Harn wurden nach diesem Verfahren vorgenommen. 

Das Prinzip ist eine Verbrennung mit Chromschwefelséure im O,-Strom. 
Die Verbrennungsgase werden tiber gliihendes Kupferoxyd und Bleisuper- 
oxyd (auf 300° erhitzt) geleitet und die entstandene Kohlensaure in 
Natronkalk absorbiert. Die Gewichtszunahme mit 0,2727 multipliziert, 
ergibt die gesuchte Kohlenstoffmenge. 

a) Erforderliche Reagenzien. 

1. Die zur Veraschung verwandte Schwefelsiure (Merck, Acid. sulfur. 
puriss. 1,84) wird unter Zusatz von gepulvertem Kaliumbichromat (etwa 
5g zu 500 ccm H,S0O,) aufgekocht, abgekiihIlt und mit K MnO, (2,5 bis 5 g) 
wieder aufgekocht (Stepp). 

2. Die Chromsaure trigt die Bezeichnung ,,Acid. chrom. puriss. Merck“ 
und wird in Form einer 50%igen Lésung verwandat. 

b) Apparatur (s. Abb. 1). 

Ein Veraschungskolben (1 Liter) mit Schliff, aufgesetztem Doppel- 
mantel-Intenswkiihler und Tropftrichter (150 ccm). 

Ein Verbrennungsofen nach Dennstedt. 

Aus einer O,-Bombe wird der Sauerstoff durch ein Trockensystem, 
bestehend aus zwei Waschflaschen mit KOH und H,SO, und einem 
Trockenturm, der Natronkalk und Chlorcalcium enthalt, geleitet. Er 
streicht durch den Veraschungskolben und fiihrt die Verbrennungsgase durch 
das Verbrennungsrohr in die AdsorptionsgefaBe. 

c) Die Bestimmung gestaltet sich folgendermaBen: 

1. Vorarbeiten : 

Das vor den NatronkalkgefaBen zur Sicherheit eingeschaltete CaCl,- 
Rohr wird ebenso wie der zwischen die Apparatur geschaltete Trockenturm 


1 A. Boivin, C. r. Acad. Sc. 187, 1076, 1928 (ref. von Schmitz in Rona, 
Ber. iib. d. ges. Physiol. 49, 445, 1929). 

2 O. Deutschberger, diese Zeitschr. 198, 268, 1928. 

3 L. Gomez, ebendaselbst 167, 424, 1926. 

4 R. Meyer-Bisch und R. Kiihn, Zeitschr. f. klin. Med. 109, 492, 1929. 


27 * 
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mit CO, gesaéttigt. Dann wird zur Entfernung der 
iiberschiissigen Kohlenséure Luft durchgesaugt. 
Die Natronkalkapparate werden mit feinkérnigem, 
etwas angefeuchtetem Natronkalk gefiillt. Die 
Schenkel der Absorptions-U-Rohre, durch die der 
Gasstrom den Apparat verlaBt, werden mit CaCl, 
gefiillt. 

Der Veraschungskolben wird vor Beginn der 
Bestimmung mit 100cem der nach Stepp vor- 
bereiteten Schwefelsiure und 20 ccm der 50 %igen 
Chromsaéure_ gefiillt, die Adsorptionsapparate 
werden eingeschaltet und dann wird durch das 
ganze System der O,-Strom geleitet, um erstens 
die Luft aus der Apparatur zu verdraingen und 
zweitens die Absorptionsapparate mit O, zu 
fiillen. Wahrend des ersten Teiles des Versuchs 
bleibt dann der Sauerstoff abgestellt. 

Nach Wagung der abgenommenen Ad- 
sorptionsgefaBe und Wiedereinschaltung in die 
Apparatur kann nun die Verbrennung beginnen. 

2. Ausfiihrung der Verbrennung: 

5ccm Harn werden durch den Tropftrichter 
in den Veraschungskolben eingefiillt und mit etwa 
30ccem verdiinnter Schwefelséure nachgespiilt, 
nachdem der Verbrennungsofen auf die richtige 
Temperatur (CuO: Rotglut, PbO,: 300°) gebracht 
wurde. Dann wird der Veraschungskolben vor- 
sichtig erhitzt, bis zum Sieden gebracht und so 
lange im Sieden erhalten, bis keine Gasentwicklung 
mehr stattfindet (Dauer 15 bis 20 Minuten). Man 
148t dann 10 Minuten Sauerstoff in schwachem 
Strom durch die gesamte Apparatur streichen, 
wobei die Veraschungsfliissigkeit weiter siedet. 
Dann wird die Flamme geléscht und noch weitere 
10 Minuten Sauerstoff durchgeleitet. Zum Auf- 
fangen der eventuell noch tibergehenden SO,- und 


Palladiumchiorir. 












































Nitrosegase ist eine Waschflasche mit ange- 
séuertem Wasser und ein Chlorcalciumturm zum 
Trocknen des Gasstroms, ehe er das Verbrennungs- 
rohr beriihrt, eingeschaltet. Desgleichen am Schlu8 
des Verbrennungsrohres ein U-Rohr mit CaCl, als 
nochmalige Sicherung. Zur Feststellung, ob die 
Verbrennung vollsténdig ist oder etwa CO in 
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geringen Mengen entstand, findet sich am Schlu8 der ganzen Apparatur 
eine Flasche mit verdiinntem Palladiumchloriir (strohgelb). 

Die zweite Wagung erfolgt etwa eine halbe Stunde nach dem Abstellen 
des O,-Stremes. 

Zum Kontrollversuch braucht die Apparatur nicht auseinander ge- 
nommen zu werden, das Chromschwefelséuregemisch wird durch den 
Tropftrichter eingefiillt und die AdsorptionsgeféBe werden wieder an- 
geschaltet. 

Zur Priifung der Methode wurde der Kohlenstoffgehalt in reinen 
Substanzen ermittelt, nachdem wir uns durch eine Blindbestimmung 
iiberzeugt hatten, daB die Apparatur und die zur Verwendung kommenden 
Stoffe kohlensaéurefrei waren. Es empfiehlt sich, diese Priifung von Zeit zu 
Zeit zu wiederholen und sich auch gelegenlich immer wieder durch Ver- 
brennung einer reinen Substanz zu tiberzeugen, ob die Apparatur intakt 
ist. Bei den eigentlichen Versuchen wurden selbstverstandlich Doppel- 
bestimmungen durchgefiihrt. 


Analysen. 


1. Ameisensaures Natrium (puriss. pro analysi ,,Kahlbaum“, im 
Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet): 
Angewandt 0,2301g. Sie enthalten. .... . 0,0406g C 
es WU UD ie ee os sg ss ORME C 
Errechneter Prozentgehalt an C in ameisen- 
a a a ar reer FY 
Gefunden. .. . ; - 18,1% 
2. Bernsteinséure Coes. pro  enakyel |.Kahibaum‘ ")s 
a) Angewandt 0,1021g. Sie enthalten ... . 0,0415¢ ¢ 
Es wurden gefunden ... . . 0,0424¢ ¢ 
Errechneter Prozentgehalt an Cc in der Bern- 
EE re ee a ee eae 
Gefunden .. . i. « + 2 oe 
b) Angewandt 0, 1070 g Dieniictteee 5s = 0,0435 2 C 
Gefunden .... gat Sag le Es ong 
Gefundener Prosentgehalt eee eee 
. In 5eccm Harn wurden bestimmt ..... . . 0,0327g C 
Zu 5ccm desselben Harns wurden zugesetzt 
0,1027 g Bernsteinsfure ........ = 0,0417g C 
ee ee ae Ke eo ee : 
Davon abgezogen .....-.+.+.++ ++ + + 0,0327¢ € 
RS S's a eee te be Se ae eh . 0,0424¢ ¢ 
statt 0,0417 g C 


Der Vorteil der Apparatur liegt in ihrer Einfachheit bei gentigender 
Genauigkeit und in der Méglichkeit, zwei Bestimmungen in etwa 
3 Stunden zu erledigen. Wir sind auf Grund unserer Ergebnisse mit 
Lustig! der Ansicht, da®B eine Kohlenstoffverbrennung im Harn auf 
nassem Wege unter Beobachtung der nétigen Kautelen durchaus 
brauchbare Resultate gibt. 


1 B. Lustig, diese Zeitschr. 184, 67, 1927. 
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Uber die ernihrungsphysiologische Bedeutung der fluores- 
zierenden Bestandteile des Girungsessigs. 


Von 
Ferdinand Flury. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 16. September 1929.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Eigenschaft der durch Filterung des Lichtes einer Quecksilber- 
dampflampe erhaltenen ultravioletten Strahlen, gewisse Stoffe zum 
Selbstleuchten zu bringen, findet taglich neue Anwendungsgebiete. 
In der Nahrungsmittelchemie wurde sie in letzter Zeit auch zur Unter- 
suchung und Beurteilung von Essig empfohlen?. 

Das Verfahren, im besonderen der Vergleich des Farbtons und der 
Starke der Leuchtkraft, soll dazu dienen, den durch Garung hergestellten 
Spritessig von Essigessenz schnell und sicher zu unterscheiden. Garungs- 
essig leuchtet bei der Bestrahlung intensiv blau mit eigenartiger 
Opaleszenz, wahrend chemisch reine Essigséure nur einen ganz schwach 
griinlichblauen Schein zeigt. 

Die Lumineszenzerscheinungen im Géarungsessig werden auf 
Stoffe zuriickgefbhrt, die bei der Essiggaérung als Produkte bakterieller 
Tatigkeit gebildet und an den Essig abgegeben werden. Lediglich 
aus der Tatsache, daB der Garungsessig ahnliche optische Erscheinungen 
zeigt wie andere natiirliche Nahrungs- und GenuSmittel, wird gefolgert. 
daB er als natiirliches Erzeugnis der lebenden Zellen auch unter die 
Zahl der ,,echten Nahrungsmittel’* eingereiht werden miisse. 

Die bisherigen Erfahrungen tiber Fluoreszenzerscheinungen und 
ihre Verwertbarkeit mahnen zur Vorsicht nicht nur hinsichtlich der 
qualitativen Beurteilung der Ergebnisse, sondern auch, und zwar in 
noch héherem MaB8e beziiglich der quantitativen SchluBfolgerungen. 
Dies gilt auch fiir die fluoreszierenden Stoffe im Garungsessig. Wie 


1 H. Wiistenfeld und H. Kreipe, Deutsche Essigindustrie, 32. Jahrg., 
Nr. 40, 5. Oktober 1928. 
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alle tierischen und pflanzlichen Gewebe, so zeigen auch die daraus 
gewonnenen Ausziige im filtrierten ultravioletten Licht Lumineszenz- 
erscheinungen. Bakterien und ihre Kolonien fluoreszieren in ver- 
schiedenen Farben, desgleichen Schimmelpilze, Hefen und Hefe- 
extrakte. Besondere Beachtung verdient ferner der Umstand, daB8 
auch eine Anzahl von Stoffen, die bei der Herstellung und Lagerung 
von Géarungsessig in Betracht kommen, solche Leuchterscheinungen 
aufweist. Wie die Jahresringe von Holz verschieden stark fluoreszieren, 
so leuchten auch Ausziige aus verschiedenen Holzarten, aus Holzwolle, 
harzartige Stoffe, Gerbstoffe, sowie die dem Giéarungsessig vielfach 
zugesetzten Farbstoffe. Wie aus Holz, nimmt der Essig auch aus den 
Korken, sogar aus Kautschukschliuchen fluoreszierende Stoffe auf. 
Daraus ergibt sich, ganz abgesehen von den subjektiven und objektiven 
Feblerquellen der MeSverfahren, die groBe Unsicherheit jeder quanti- 
tativen, lediglich auf den Triibungsgrad und auf die Fluoreszenz- 
erscheinungen gegriindeten Untersuchungsmethode. Auf die Versuche 
der beiden Autoren, die sich mit quantitativen Methoden zur Unter- 
scheidung von Spritessig und synthetischer Essigsiure und zur Wert- 
bestimmung von Gemischen befassen, soll deshalb hier nicht niher 
eingegangen werden}, 

Die folgenden Ausfiihrungen beschaftigen sich mit der Frage, ob 
die noch véllig problematischen fluoreszierenden Stoffe von irgendeiner 


Bedeutung fiir die menschliche Ernahrung sind und ob sie wirklich 
einen héheren biologischen Wert des Garungsessigs mit sich bringen. 


Letzteres wird mit groBem Nachdruck behauptet, ohne daf dafiir 
bis jetzt ein experimenteller Beweis erbracht worden ware. Insbesondere 
bedarf die Frage nach den ,,Vitaminen und Enzymen“ des Garungs- 
essigs dringend einer Klarung. 

Zu diesem Zwecke haben wir an 60 Mustern von _,,garantiert 
reinem“‘ Garungsessig, die teils freihiandig aus dem Handel] bezogen, 
teils uns von verschiedenen Firmen iiberlassen wurden, Untersuchungen 
angestellt, die im folgenden kurz wiedergegeben werden sollen. 

Soweit sich aus der uns zur Verfiigung stehenden Literatur ergibt, 
liegen iiber den Vitamingehalt bis jetzt nur Untersuchungen von A. Janke 
und H. Lacroix, Wien*, vor. Diese Autoren fanden im Géarungsessig das 
sogenannte ,,Vitamin D“, das durch Férderung der SproBtatigkeit von 


Hefe nachgewiesen wurde, nachdem es durch ein Konzentrationsverfahren 
an Fullererde adsorbiert worden war. 


1 Inzwischen hat sich auch G. Reif im Reichsgesundheitsamt mit dem 
Gegenstand beschaftigt. Vgl. G. Reif, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 
57, H. 4. 269, 1929. 

2 Diese Zeitschr. 190, 67, 1927. 
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Es ist klar, da diese an sich sehr beachtenswerte Feststellung noc! 
nichts tiber die Bedeutung fiir die menschliche Ernahrung aussagen kann 


Priifung auf A-Vitamin. 


Methodik. Es kamen 50 junge weiBe Ratten mit einem Durchschnitts 
gewicht von 60g zur Verwendung. Jedes Tier erhielt taglich 20g dei 
A-vitaminfreien Grundkost nach Drummond, welche folgende Zusammen 
setzung hatte: 47g Reismehl (mit Alkohol und Ather extrahiert), 18 ¢ 
Casein (Hammarsten), 5 g Hefe und 5 g Nahrsalzmischung (nach Mc Collum 
und Davis'). Ferner wurde noch pro Tier und Tag lecem Arachisél zu- 
gegeben (nach Birger und Platon*). Aus dieser Mischung wurde ein Teig 
hergestellt. Die Ratten wurden wurfweise verwendet, einzeln in Glasern, 
mit Torfmull als Streu, gehalten und jeden zweiten Tag gewogen. Die 
Versuche wurden im Winter 1928/29 ausgefiihrt. 

Die Tiere erhielten zuniéchst ausschlieBlich die obige A-freie Kost, 
bis Wachstumstillstand und sonstige Erscheinungen des Mangels an 
A-Vitamin eintraten. Besonders wurde auf Lichtscheu, Schwellung der 
Augenlider (Keratomalacie) und Veranderungen des Haarwuchses geachtet. 
Dann wurden jeweils die einzelnen Proben als tagliche Zulage verabreicht. 

Bei den Ratten Nr. 251 und 268 bestand schon mehrere Wochen Ge- 
wichtsstillstand (wegen ungeniigender Zulage), so daB bei diesen Tieren 
sofort die Stoffe gegeben wurden. 

Ein Teil der zu priifenden Essigessenz wurde jeweils bei Zimmer- 
temperatur im Faust-Heimapparat, ein anderer im Vakuumexsikkator 
iiber Calciumchlorid und Atzkali véllig eingetrocknet, der Riickstand mit 
etwas destilliertem Wasser aufgenommen und den Ratten im taglichen 
Trinkwasser oder mit der Pipette verabreicht. 

Gleichzeitig wurden Kontrollversuehe mit Rohmilch, Sauermilch- 
praparaten (Kefyr und Saya) und mit Lebertran angestellt. Dabei ergab 
sich, daB 2g Rohmilch bzw. Kefyr oder 0,5g Saya als tagliche Zugabe 
zur A-freien Kost notwendig sind, um die Versuchstiere bei maBigem 
Wachstum und ohne schwerere Krankheitserscheinungen zu erhalten. 
Mit zwei Tropfen Lebertran ,,Helfenberg‘‘, oder 5g Saya, oder 20g Roh- 
milch bzw. Kefyr war das Wachstum normal. 


Im folgenden ist eine Versuchsserie né&her beschrieben mit den zu- 
gehérigen Gewichtskurven: 


Versuch 3, Wurf ,,A‘‘, acht Tiere. 


Ratte Nr. 252: Kontrolltier (A-freie Kost). Tod nach 25 Tagen (Pan- 

ophthalmie). 

» 9» 263: Taglich 50g Essigsprit ,,O Nr. 42“. Starker Gewichts- 
abfall, Xerophthalmie. Tod nach 16 Tagen. 

» + 264: Taglich 200 g Essigsprit ,,A-Fft.“. Zunachst wie bei Nr. 263. 
Nach 6 Tagen wurde Lebertran gegeben. Kein Erfolg mehr, 
2 Tage spater tot. 

» +s» 268: Taglich 100g Essigsprit ,,A-Fft.““. Langsame Gewichts- 
abnahme, Xerophthalmie. Tod nach 31 Tagen. 


1 Journ. of biol. Chem. 20, 162, 1915. 
2 Diese Zeitschr. 155, 228, 1925. 





~_3 Dm A eo™ er a el DD 





r noc! 
kann 


anitts 
g der 
nmen 
> 18¢ 
Jollum 
6] zu- 
1 Teig 
asern, 

Die 


Kost, 
IS an 
ig der 
chtet. 
‘eicht. 
n Ge- 
Tieren 


nmer- 
ckator 
d mit 
lichen 


nilch- 
ergab 
ugabe 
sigem 
alten. 


Roh- 


rnéhrungsphysiol. Bedeutung d. fluoreszierenden Bestandteile usw. 425 


Ratte Nr. 271: Taglich 2g Kefyr. Gewicht konstant, ohne Krankheits- 
erscheinungen. 
: Taglich 2g Rohmilch. Geringe Gewichtszunahme, keine 
Krankheitserscheinungen, doch schwichlich. 
277: Taglich 2 g Saya. Gewichtszunahme. Allgemeinzustand gut. 
269: Taglich 2 Tropfen Lebertran. Normales Wachstum. 


Eine deutliche bleibende 
Besserung des Allgemeinzustan- 
des, der Augenerkrankungen, oder 
eine Gewichtszunahme (kleine 
Tagesschwankungen ausgenom- 
men) konnte in keinem Falle 
beobachtet werden. Vielmehr 
nahmen die meisten Tiere ab 
und gingen friiher oder spater 
unter den typischen Erschei- 
nungen des A-Vitaminmangels i 
(Xerophthalmie) zugrunde. Nur (2g Rohmilch) 
bei zwei Proben, bei ,,St‘** und 2% 
bei ,,A-Fft.“* war eine gewisse 
Vitaminwirkung erkennbar. Sie 
entsprach allerdings nur einer 
taglichen Zugabe von etwa 2g 
roher Wintermilch. 

Diese Essigpraparate wiir- 
den aber héchstens den 80. bzw. 
100. Teil an A-Vitamin wie 
Rohmilch enthalten. In allen F 264(200g AFR) 
iibrigen Fallen war eine Vitamin- ree 
wirkung nicht nachweisbar, ' 

' 
oder eine solche war sehr frag- “i252 Hontrolie 
lich (wie aus obiger Tabelle er- 
sichtlich). Jedenfalls ist der ~~ Zert —> 


- A \ ar 
A- Vitamingehalt so gering, Abb. 1. Versuche an Ratten (A-Vitamin). 
daB er praktisch keine Rolle Gewichtskurven, Wurf ,A*. 

iel ---— A-freie Kost. Zugabe des angegebenen 
spielt. Priparats. 


269 ( 2Tropten 
Leberfran) 


277129 Saya) 








Priifung auf B-Vitamin (antineuritischer Faktor). 


Methodik. Die Versuche wurden an Tauben ausgefiihrt, die ein Durch- 
schnittsgewicht von 400g hatten. Der Futterbrei, der zur einseitigen, 
B-vitaminfreien Ernéhrung diente, setzte sich folgendermaBen zusammen : 
100 Teile mit Alkohol und Ather extrahierter Reis, 4 Teile Réhmannsche 
Salzmischung und 145 Teile Wasser. Den Tieren wurden taglich zweimal 
(vormittags 10 Uhr und nachmittags 4 Uhr, Samstag und Sonntag nur 
einmal) je 20 bzw. 25 ccm dieses Breies mit der Kropfspritze verabreicht, 
so daB sie taglich etwa 45ccm erhielten. Jeden zweiten Tag wurden die 
Tauben gewogen. 

Bei dieser Ernaéhrung fiel zunéchst, meist nach 8 bis 10 Tagen, eine 
zunehmende Tragheit der Tiere auf. Sie saBen den ganzen Tag unbeweglich 
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aut einer Stelle, konnten aber auf 4uBere Reize hin noch ziemlich normal: 

Geh- und Flugbewegungen ausfiihren. Sie ,,stellten‘‘ dabei die Feden 

und spreizten die Zehen abnorm stark. Gleichzeitig traten Durchfall: 

und Erbrechen auf. 

Die Zeit des Eintritts schwerer Symptome war sehr verschieden. Bei 
etwa der Halfte der Tiere traten schon 2 Wochen nach Versuchsbeginn 
Laihmungserscheinungen und Seitenlage ein, der Kopf wurde stark nach 
riickwarts gebogen und es folgten anschlieBend heftige klonische Krampfe 
mit Fliigelschlagen in Riickenlage, kreisférmige Bewegungen usw. Diese 
Zustand hielt einige Tage an, dann gingen die Tiere zugrunde. Im Hunger- 
zustand besserte sich bisweilen das Krankheitsbild voriibergehend. Wegen 
der Lahmung der Kropfmuskulatur (bzw. tonischer Krampf) konnten in 
diesem Zustande stets nur einige Kubikzentimeter des Breies auf einma! 
verfiittert werden. Bei der anderen Halfte der Tiere trat dieses zweite 
Stadium erst nach 30 bis 40 Tagen ein, eine Taube starb nach 38 Tagen. 
ohne daB irgendwelche Kriampfe oder sonstige auffallende Erscheinungen 
beobachtet wurden. 

Den erkrankten Tieren wurden sofort nach Eintritt der ersten Krampfe 
bestimmte Mengen der Proben von Riicksténden aus Garungsessig in den 
Kropf, zum Teil auch intramuskulér gegeben. Ferner wurden Kontroll- 
versuche mit Brot und Hefe angestellt. Die Proben von Essigsprit wurden 
stets bei Zimmertemperatur im Faust-Heimapparat getrocknet und hierauf 
mit etwas Wasser aufgenommen. 

Es zeigte sich, daB man mit dem Riickstand aus 100 ccm und nament- 
lich 200 ccm ,,A-Fit.“‘ einen typischen Beri-Berikrampfzustand bei Tauben 
innerhalb einiger Stunden heilen kann. Mit 50 ccm war das nicht mdglich. 
Ebenso gelang es durch perorale Verabreichung von 200 ccm ,,St“‘, den 
Krampfzustand der Tauben zu bessern, nicht jedoch bei intramuskularer 
Injektion derselben Menge. Auch mit 50 ccm ,,Br“‘ wurde in einem Falle 
eine kurzdauernde Besserung beobachtet. Mit 100 ccm der Proben ,,Nr. 3“ 
oder 200 ccm ,,Nr. 4‘° oder 200 cem ,,O Nr. 27° konnten die Krampfe nicht 
beeinfluBt werden. Dagegen hérten diese nach Verabfolgung von 2 bis 3g 
Brot (gewéhnliches. Graubrot mit Wasser angeriihrt) oder von etwas 
Hefe stets nach | bis 2 Stunden auf. Einige Versuche seien als Beispiel 
angefiihrt. 

Taube Nr. 2, weiB, Anfangsgewicht 435g, Versuchsbeginn 24. Januar 
1929. B-freie Kost. 

2. Februar: Taube sitzt meist unbeweglich, la8t sich ohne Fluchtversuche 
anfassen. 

18. oe Kann nicht mehr fliegen, stellt die Federn. 

24. ro Typische Beri-Berikrampfe. 200ccm ,,A-Fft*‘ per os, nach 
2 Stunden deutliche Besserung, nach 3 Stunden: Taube sitzt 
wieder aufrecht, kann aber noch nicht gehen oder fliegen. 

25. aa Morgens unverandert (keine Krampfe). Nachmittags: leichter 

Krampfzustand, darker 100ccem_ ,,A-Fft.“ per os: nach 

2 Stunden Besserung. 

Krampf der Halsmuskulatur, der Kopf fiihrt bestandig 

Drehbewegungen aus, die Lider sind dauernd in Bewegung. 

200cem ,,O Nr. 27‘ per os: die Kriampfe werden starker. 

Wiederholung derselben Dosis: wieder ohne Wirkung. Nach 

2 Stunden: 100cem Nr. 3: ohne Erfolg. 1 Stunde spater: 


to 
So 
2 








> bd 


ame @ 








normal: 
Feden 
rehfal| 


nm. Bei 
sbeginn 
k nach 
Tampfe 
Diese 
Tunger- 
Wegen 
nten in 
einma! 
zweite 
Tagen, 
nungen 


rampfe 
in den 
yntroll- 
wurden 
hierauf 


Ament- 
Tauben 
églich. 
**, den 
cularer 
1 Falle 
Nr. 3*‘ 
> nicht 
bis 3g 
etwas 
eispiel 


Januar 


rsuche 


, nach 
e sitzt 
liegen. 
‘ichter 

nach 


tandig 
gung. 
darker. 

Nach 
pater : 








Urnahrungsphysi ol. Bedeutung d. fluoreszierenden Bestandteile usw. 427 


etwa 2g Brot mit Wasser in kleinen Portionen verabreicht: 
Krampfe lassen nach, nehmen aber abends wieder zu. Etwa 
1g Trockenhefe mit Wasser: Besserung. 


27. Februar: Tot aufgefunden. 


Taube Nr. 4, grau, Anfangsgewicht 360g, Versuchsbeginn 24. Januar 
1929. B-freie Kost. 


1. Februar: Kann nicht mehr fliegen, stellt die Federn. 


8. mn Typische Krampfe. 50cem ,,A-F/t.“ per os: keine Besserung. 
3 Stunden spater 50 ccm ,,Br* per os: ohne Erfolg. 

9. ” 50 ccm ,,Br‘*: Krampfe treten seltener auf. 

10. - 50. .,  ,,Br*: unverandert. 

ag, ‘ oo... nae mr 

12. re 50 ,, .,Br*‘: Krampfe werden haufiger und starker. 

13. . 200 ,, ,,A-Fft.“‘ nach 2% Stunden Besserung, keine Krimpfe 
mehr, abends tot. : 


Nebenstehend die Gewichtskurven der beiden 
Tiere (Abb. 2). 

Die Riickstande aus 100 bis 200 cem Garungs- 
essig geniigten also in mehreren Fallen gerade, 
um einen Beri-Berikrampf bei Tauben zu bessern, 
eventuell ganz zu beheben. Auch mit 50ccm 
einer anderen Probe gelang es in einem einzigen 
Falle, den Krampfzustand zu bessern. In anderen 
Versuchen waren bis 200 ccm des Garungsessigs 
entsprechende Mengen ohne Wirkung. Die ge- 
nannte Heilwirkung kann jedoch bereits mit 
einigen Grammen Brot oder etwas Hefe erzielt 
werden. 


Gewicht —> 


Daraus ist zu schlieBen, daB manche 
Garungsessige B-Vitamin enthalten, daB jedoch $ 
die Menge von B-Vitamin (beriberiverhiitender, } 
antineuritischer Faktor) im Garungsessig sehr 
gering ist. 
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Abb.-2 
Priifung auf C-Vitamin. Versache an Tauben 
A Ze & : (B-Vitamin). 
Methodik. Die Versuche wurden mit zwolt Gewichtskurven 
Proben Essigsprit an 25 Meerschweinchen durch- Taube Nr. 2 und 4. 


gefiihrt. Es kamen nur junge, mannliche Tiere 

zur Verwendung. Dieselben wurden zunichst ausschlieBlich mit Hafer, 
der 12 Stunden auf 120° C erhitzt worden war, und 50 g sterilisierter Milch 
ernahrt. Die Folge war stets ein starker Gewichtsverlust. An Stelle der 
Milchpréparate wurden, wenn Anzeichen von Skorbut aufgetreten waren, 
tagliche Zusitze der folgenden Essigproben gegebon: ,,A-Fft.“, ,,O0 Nr. 31“, 
»O Nr. 43‘, ,,0 Nr. 44“, ,,0 Nr. 47“, ,,0 Nr. 48°° oder ,,O0 Nr. 49°. Die- 
selben wurden zuvor im Faust-Heimapparat eingetrocknet und die Riick- 
stande dann mit etwas destilliertem Wasser verabreicht. AuBerdem wurden 
noch taglich 50 cem sterilisierter Milch gegeben, um einer Unterernéhrung 
vorzubeugen, wenn die Tiere den Hafer nicht mehr geniigend kauen konnten. 
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Ergebnis. Die Kontrolltiere, die nur mit Hafer und sterilisierter Milc! 
ernahrt waren, gingen nach 2 bis 3 Wochen unter den typischen Skorbut 
erscheinungen zugrunde. 


Mit taglichem Zusatz von 75 g roher Wintermilch gelang es, die Tier 
iiber 3 Monate lang am Leben und einigermaBen bei konstantem Gewicht 


zu halten, diese Menge reichte aber nicht zu normalem Wachstum aus. 
Mit einem Sauermilchpraparat ,,Saya‘‘ waren 40g nétig, um die Kérper- 


gewichte konstant zu halten, 60g geniigten zu normalem Wachstum. 


Beim Ersatz der Milchpraparate durch die obigen Riickstande von 
Essigproben fielen sofort die Kérpergewichte (siehe Abb. 3), die typischen 
Skorbuterscheinungen traten auf und die Tiere starben nach 4 bis 19 Tagen. 


Nur bei einer einzigen Probe, ,,O Nr. 48“, stieg das Gewicht voriibergehend , 


was aber vielleicht auf gleichzeitig verabreichte sterilisierte Milch zuriick- 
zufiihren ist. Wurden nach starkem Gewichtsabfall durch ,,A-Fft.“* eine 
geniigende Menge, etwa 40g Sauermilch (Saya) verabfolgt, so stieg das 
Gewicht sofort und die Gelenkschwellungen gingen zuriick. Es folgen 
einige Beispiele mit den entsprechenden Gewichtskurven : 
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Meerschweinchen Nr. 818: Kontrolltier (nur Hafer und sterilisierte Milch): 
Tod nach 17 Tagen. 


a », 811: Kontrolltier (nur Hafer und sterilisierte Milch): 
Tod nach 16 Tagen. 
ss » 814: 9 Tage lang Hafer und sterilisierte Milch: Ge- 


wichtsabfall. Dann 75g Rohmilch: leichter 
Gewichtsanstieg, dann langsamer Abfall, All- 
gemeinzustand gut. Dann taglich 50g ,,A-Fft.“: 
nach unbedeutendem Gewichtsanstieg starker 
Abfall, Gelenkschwellungen, Tod nach 4 Tagen. 
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Meerschweinchen Nr. 815: 9 Tage lang Hafer und sterilisierte Milch: Ge- 
wichtsabfall, dann 75g Yoghurt: kleiner Ge- 
wichtsanstieg, Allgemeinzustand gut. Dann 
taglich 50g ,,A-Fft.‘‘: Gewichtssturz, Geh- 
stérungen, Tod nach 8 Tagen, Kniegelenke 
stark geschwollen. 

808: 9 Tage lang Hafer und ssterilisierte Milch: 
starker Gewichtsabfall. Dann 60g Saya: nor- 
males Wachstum. Dann taglich 50g ,,A-Fft.‘: 
starker Gewichtsabfall. Tier macht kranken 
Eindruck. Nach 4 Tagen Zulage von 40g Saya: 
sofort wieder Gewichtsanstieg, Tier munter. 


Die Versuche geben keine sicheren Anhaltspunkte dafiir, daf 
die gepriiften Gdarungsessige nennenswerte Mengen von C-Vitamin 
enthalten. Jedenfalls geniigen verhaltnismaBig groBe Mengen, 40 bis 
200 ccm derselben entsprechende Riickstinde, als tigliche Zulage zur 
C-vitaminfreien Kost nicht, um Meerschweinchen mehrere Wochen am 
Leben zu erhalten, was mit 75 g roher vitaminarmer Wintermilch oder 
mit 40 g eines Sauermilchpraparats (Sayamilch) gelingt. Die Mengen 
von frischen griinen Gemiisen, die Meerschweinchen vor Skorbut 
schiitzen, sind bekanntlich sehr gering. Gewohnlich geniigt hierzu nach 
unseren Erfahrungen taglich schon weniger als 1 bis 2 g von frischem 
Salat, WeiBkohl oder Kohlriiben. 

Im nachsten Abschnitt soll iiber die Versuche zum Nachweis von 
Fermenten im Garungsessig berichtet werden. 


Untersuchung auf Katalase. 


Bei der Bestimmung von Wasserstoffsuperoxyd spaltendem Ferment 
erwies sich die Methode der Titration mit Kaliumpermanganat als wenig 
empfehlenswert, bei den mit Zuckercouleur und dergleichen gefarbten 
Handelspraparaten als ganzlich unbrauchbar. Es wurde deshalb lediglich 
die Methode der Messung des beim Schiitteln entwickelten Sauerstoffs 
herangezogen. 


In saémtlichen Versuchen an 19 Proben fiel das Ergebnis positiv 
aus. Der Gehalt an Katalase im Garungsessig ist verstandlich, nachdem 
dieses Ferment bisher wohl in fast allen pflanzlichen und tierischen 
Fliissigkeiten und Geweben aufgefunden worden ist. 


Untersuchungen iiber den Gehalt an Fermenten der alkoholischen Girung 
(Zymase). 
(Gérung von Traubenzucker.) 
Gepriift wurden 32 verschiedene Trockenriickstande von Géarungsessig. 
In Géarungsréhrchen wurde 1%ige Traubenzuckerlésung mit ver- 
schiedenen Mengen der Riicksténde versetzt. Weder in schwach saurer, 
noch in neutraler und schwach alkalischer Lésung zeigte sich Bildung 
von Kohlensaure bei 29 Proben. Nur in drei Fallen war eine ganz minimale 
Garung feststellbar, vermutlich infolge von Verunreinigung durch Hefe- 
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zellen, vielleicht auch durch Zusaétze von Hefeextrakten bei der Herstelluny 
der Essenz. In allen Fallen wurden gleichzeitig die iiblichen Kontrol] 
proben mit Zucker und Wasser, Hefe und Wasser allein, sowie mit Zucke: 
unter Zusatz von Hefe angestellt. 


Der Garungsessig ist infolgedessen als in der Regel frei von zucke1 
vergarenden Fermenten zu betrachten. 


Untersuchung auf fettspaltende Fermente (Lipasen). 


Untersucht wurden neun verschiedene Proben. 

Die Priifung wurde angestellt 1. mit Fettemulsionen, Milchfett und 
neutralisierter Olivenélemulsion mit und ohne Verwendung von Phosphat 
pufferlésungen, ferner 2. mit frisch bereiteten gesattigten Tributyrin 
lésungen. Im ersten Falle wurde auf Bildung von freien Fettséuren durch 
Titration mit Lakmus und Natronlauge gepriift, im zweiten durch Messung 
der Oberflichenspannung (Abnahme der Tropfenzahl) im Traubeschen 
Stalagmometer bei Zusatz von Phosphatpufferlésung (Methode von Rona 
und Michaelis). 

Deutliche Lipasewirkungen waren in keinem Falle erkennbar. 
Allerdings konnte bei einigen Versuchen (6 von 45) eine sehr geringe 
Beschleunigung der Spaltung in alkalischer Lésung beobachtet werden 
Diese lag aber, wie zahlreiche Kontrollen ergaben, noch im Bereich der 
Fehlerquellen und kann deshalb nicht mit Sicherheit zur Beurteilung 


herangezogen werden. 


Untersuchung auf kohlehydratspaltende Fermente (Diastase, Amylase). 


Insgesamt 24 Proben von Géarungsessig zeigten mehr oder weniget 
deutlichen Gehalt an staérkeverzuckernden Fermenten. In Versuchen mit 
léslicher Starke, die mehrere Stunden im Brutschrank bei 37 bis 38° in 
Mischungen mit Lésungen der Trockenriicksténde gehalten wurde, war 
der Ausfall der Reduktionsprobe mit Fehling- bzw. Kupfermannitlésung 
stets positiv. Diese Methode erwies sich aber nicht einwandfrei, da die 
Riickstande der meisten Gérungsessige an sich schon die Kupferlésungen 
reduzieren. Zur Kontrolle wurden deshalb stets noch die durch Jodjod- 
kaliumlésung hervorgerufenen Farbendnderungen in den mit Starke ver- 
setzten Gemischen herangezogen. Hierbei miissen stets Kontrollversuche 
angestellt werden, da die jeweilige Reaktion der Gemische von EinfluB 
auf den Ausfall ist. Durch Saéuren und Alkalien wird die blaue Jodstarke 
entfarbt. 

Da in allen Fallen, auch bei Verwendung von Pufferlésungen, 
eine mehr oder weniger starke Farbenanderung von Reinblau tiber 
Violett nach Blaurot, Gelbrot und Farblos eintrat, darf wohl geschlossen 
werden, daB der Giarungsessig Diastase (Bakterienamylase) enthalt. 
Ob und wieweit dies auf Zusiitzen von Malz, Bier, Hefeextrakten beruht, 


konnte nicht entschieden werden. 


Untersuchung auf eiweifispaltende Fermente (Proteasen). 


Zur Priifung wurde in Verdauungsversuchen bei 37 bis 38° die Ein- 
wirkung auf gekochtes Hiihnereiwei8 und auf Fibrinflocken aus Rinderblut 
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itersucht. Zu Kontrollen wurden wirksame Verdauungsfermente, Pepsin, 
Trypsin, Pankreatin verwendet. Die Riickstaénde aus 36 Proben von 
Garungsessig erwiesen sich dabei im Vergleich zu den Kontrollen als 
praktisch véllig wirkungslos. In den mit Trockenriickstaénden aus Essigsprit 
versetzten Proben blieb das Eiwei8 unverandert, waihrend es durch die 
Fermentpraparate in wenigen Stunden vollkommen verdaut war. 


Der Garungsessig enthalt demnach keine Fermente mit nennens- 
werter Proteasewirkung. 

Im AnschluB an die Untersuchungen iiber den Fermentgehalt 
wurde noch eine Reihe von Versuchen tiber die ernahrungsphysiologisch 
wichtigen Wirkungen auf die Sekretionen und die Darmbewegungen 
angestellt. 


Untersuchungen iiber die Wirkung auf die Speichel- und Magensaftsekretion 
und die Darmbewegungen. 


Die durch Eintrocknen im Vakuumexsikkator bei gewohnlicher Zimmer- 
temperatur enthaltenen Riickstaénde aus Gérungsessig wurden zur Ent- 
fernung der Hauptmenge von Salzen mit Alkohol] behandelt und sorgfaltig 
neutralisiert. Ihr Geschmack ist stark bitter. Dadurch bewirken sie wie 
alle bitteren Stoffe eine verstarkte Absonderung von Speichel und auch 
von Magensaft. Letzteres wurde zunaichst an niichternen Hunden, denen 
eine Magensonde eingelegt worden war, durch Messung und Titration des 
ausgeheberten Magensafts festgestellt. Die Wirkung ist jedoch im Ver- 
haltnis zur Wirkung des Essigs an sich ganz gering. So ergab sich beispiels- 
weise in einem Versuch, daB die Wirkung eines der relativ hohen Menge 
von 250cem Géarungsessig (7,8°(, Essigsiure) entsprechenden Riickstandes 
etwa um ein Drittel geringer war als die Einfiihrung von 10 ccm 3° igen 
Essigs. 

Weiter wurden Versuche an einem Hunde angesteilt, dem an drei ver- 
schiedenen Stellen des Diinndarms kiinstliche Fisteln angelegt waren 
(Operation: Privatdozent Dr. Hdbler der Wiirzburger Chirurgischen Univer- 
sitétsklinik). Hierbei wurde beobachtet, daB die Magenentleerung schon 
durch stark verdiinnten Essiz, ebenso wie durch andere Saéuren, auch 
saure Weine, erheblich beschleunigt wird. Auch den Trockenriickstanden 
des Garungsessigs kommt eine derartige erregende Wirkung zu. Zum 
Nachweis wurden hier jedoch verhaltnismaBig groBe, praktisch nicht in 
Frage kommende Mengen, entsprechend etwa '/, Liter Géarungsessig, 
bendtigt. 

In Kontrollversuchen wurde festgestellt, daB schon einige Kubik- 
zentimeter Essig aus synthetischer Essigsiure beim hungernden Hund die 
Sekretion von Magensaft erheblich steigern. Ein Unterschied zwischen 
Essig aus Essigessenz und Géarungsessig lieB sich mit dieser Methode nicht 
feststellen. 

Geschmacklich kommt den Riicksténden kaum eine praktische Be- 
deutung zu, da sie wegen ihrer minimalen Mengen gegeniiber der Saure 
ganz in den Hintergrund treten. 

Eine weitere Versuchsreihe befaBbte sich mit der Wirkung auf die 
Bewegungen des Diinndarms. 

In der Versuchsanordnung nach Magnus am ausgeschnittenen Katzen- 
darm wurde beobachtet, da Essigséure noch in hoher Verdiinnung erregend 
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auf den Diinndarm wirkt. Schon bei einer Konzentration von 0,05° 
Acetat kommt es zu einer Verstairkung der Intensitét und zu einer Be 
schleunigung der peristaltischen Wellen. 

Im Gegensatz dazu erwiesen sich sechs Proben von Trockenriick- 
standen aus Gérungsessig, auch nach Entfernung der Salze, so gut wie 
unwirksam auf die Darmperistaltik. Eine nennenswerte Beschleuniguny 
oder Verstarkung war kaum festzustellen, bei Verwendung von grofen, 
etwa 150 bis 250ccm Essenz entsprechenden Mengen kam es zu einer 
deutlichen Abnahme der einzelnen Wellen. 

Im Verhaltnis zur Essigsiure selbst bzw. dem Acetation spielen dahe: 
die nichtfliichtigen Beimengungen des Gérungsessigs sicherlich keine 
Rolle fiir die Bewegungen des Diinndarms. 

Endlich wurden noch Versuche dariiber angestellt, obdie fluoreszierenden 
Substanzen iiberhaupt in Beziehungen zu den im Géarungsessig enthaltenen 
biologisch wichtigen Stoffen stehen. Zu diesem Zwecke werden simtliche 
Proben von Riicksténden aus Géarungsessig, die B-vitaminhaltig waren 
und Katalase sowie Diastase enthielten, mit Natronlauge alkalisch gemacht 
und eine Stunde lang im Wasserbad erhitzt. Dadurch werden die Wirkungen 
der Vitamine und Fermente zerstoért. 

Im Tierversuch an _ beriberikranken Tauben wurde zunichst die 
véllige Unwirksamkeit der behandelten Riickstiénde festgestellt. Trotzdem 
blieb die Fluoreszenz aller dieser biologisch unwirksam gemachten Proben 
erhalten, sie erfuhr sogar noch eine deutliche Steigerung. Die Versuche 
iiber Fermentwirkungen fielen ebenfalls negativ aus. Daraus darf wohl 
geschlossen werden, da Fluoreszenz und biologische Bedeutung in keinem 
Zusammenhang stehen. Ein sicherer Nachweis wird selbstverstandlich 
erst erbracht werden kénnen, wenn Vitamine und Fermente in reinem 
Zustande vorliegen. 


Zusammenfassung. 


Bei den Untersuchungen wurden Trockenriickstande verwendet, 
die durch Eindunsten von Essigproben bei gewéhnlicher Temperatur 
im Vakuum oder im Faust-Heimschen Apparat gewonnen wurden. 

Die Untersuchung von 60 Proben Garungsessig ergab: Im Garungs- 
essig sind sowohl] Fermeate als auch Vitamine enthalten. Es scheint 
aber sehr fraglich, ob die verschwindend kleinen Mengen dieser Stoffe 
ernahrungsphysiologische Bedeutung haben. In der Regel gelingt der 
Nachweis erst, wenn gréBere Mengen von Essigsprit, etwa von 
100 cem an, oft erst bei der Menge von '/, Liter und mehr, zur Ver- 
wendung kamen. 

A-Vitamin ist, wenn iiberhaupt, in so geringem Mabe vorhanden, 
daB nach dem Rattenversuch 100 bis 200 cem Essigsprit nicht so viel 
A-Vitamin enthalten als 1 bis 2 Tropfen Lebertran oder 2 ccm vitamin- 
armer Wintermilch. 

In allen untersuchten Proben fand sich B-Vitamin (antineuritischer 
Faktor). Nach Versuchen an Tauben enthalten jedoch 100 bis 200 ccm 
Essigsprit weniger von diesem Vitamin als 2 bis 3g gewdéhnliches 
Graubrot (,,Schwarzbrot*‘). 
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Auch das C-Vitamin diirfte in manchen Garungsessigen in Spuren 
vorhanden sein. Auch hier kommen nur minimale Mengen in Betracht. 
Im Meerschweinchenversuch geniigen 40 bis 200 ccm Essigsprit ent- 
sprechende Riickstande als tagliche Zulage nicht, um die Tiere am Leben 
zu erhalten. Dies gelingt jedoch leicht bei Darreichung von 1 bis 2 g 
frischem Salat oder Gemiise. 

Von Fermenten lieB sich regelmaBig Katalase nachweisen, ebenso 
diirfte Diastase in jedem Géarungsessig enthalten sein. 

Fettspaltende und eiweiBverdauende Fermente waren nicht mit 
Sicherheit festzustellen. Jedenfalls spielen die méglicherweise im Essig 
enthaltenen Spuren von solchen Fermenten im Vergleich mit denen des 
Magendarmkanals praktisch keine Rolle. 

Mit den fluoreszierenden Stoffen haben die genannten Vitamine 
und Fermente nichts zu tun, da auch vollkommen unwirksame Essig- 
proben starke Fluoreszenz zeigen. ; 

Die Wirkungen der nichtfliichtigen Stoffe auf die Sekretion von 
Verdauungssaéften oder die motorischen Leistungen des Verdauungs- 
kanals treten gegen die foérdernde und erregende Wirkung des Essigs 
ginzlich zuriick. Fiir eine Erhéhung dieser giinstigen Wirkungen durch 
Substanzen, welche die Fluoreszenz des Garungsessigs bewirken, lieBen 
sich keine Anhaltspunkte finden. 


Biochemische Zeitschrift Band 215. 











Uber die Bestimmung itherléslicher Siuren im Harn mittels 
Schaukelextraktion. 


Von 
Erik M. P. Widmark. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut Lund). 


(Eingegangen am 26. September 1929.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur Ermittlung des Gehalts des Harns an organischen Sauren ist 
bisher die Methode von van Slyke und Palmer (1) die einzige zugingliche 
gewesen. Bei dieser Bestimmung wurden Phosphorsaure und Kohlen- 
siure mit feingepulvertem Calciumhydroxyd ausgefillt. Die Reaktion 
der Lésung wird mit 0,2 n Salzsiure auf py 8 gebracht, worauf man 
mit Tropaolin 00 als Indikator zu pg 2,7 titriert. Die titrierte Quantitat 
entspricht der in der Probe enthaltenen Menge von organischen Sauren, 
Kreatin, Kreatinin und Aminosiuren. Fiir Kreatinin kann nachher 
durch eine besondere Bestimmung dieses Stoffes korrigiert werden. 
Die Verfasser sind der Ansicht, daB man mit dieser Methode einen 
annaihernden Wert fiir den Gehalt des Harns an organischen Sauren 
erhalten kann. Die Werte von gesunden Individuen schwanken nach 
Korrektion fiir Kreatinin zwischen 24 bis 60 Milliaquivalenten pro Tag 
oder zwischen 0,47 bis 0,96 Milliaquivalenten pro Tag und Kilogramm 
Kérpergewicht. Ein Kind mit Diabetes (2 Jahre alt und 8 kg schwer) 
gab bis zu 207 Milliaquivalente pro Tag. In diesen Werten kommen 
auf die Aminosauren etwa 8 Milliiquivalente, auf Ammoniak bis etwa 
6°, der vorhandenen. Andere organische schwache Basen sollen in 
so geringer Menge vorkommen, da sie vernachlassigt werden kénnen. 

Die im folgenden beschriebene Methode erméglicht ebensowenig 
wie die eben genannte eine exakte Bestimmung des Gehalts des Harns 
an organischen Sauren. Sie soll nur gewisse Fraktionen desselben 
bestimmen, je nach der Léslichkeit dieser Fraktionen in verschiedenen 
organischen Lésungsmitteln, die als Extraktionsfliissigkeiten bei der 
Schaukelmethode verwendet werden kénnen. Hier soll die Bestimmung 
des Gehalts des Harns an Adthylatherléslichen Sauren beschrieben 
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werden. Die gleiche Methode kann indessen ohne wesentliche Ver- 
inderungen fiir die Bestimmung von z. B. den benzol- oder petroleum- 
itherléslichen Fraktionen der organischen Sauren im Harn benutzt 
werden. Ich stelle mir vor, daB die Methode beim Studium solcher 
Stoffwechselstérungen, wo durch den Harn spezifische Sauren aus- 
geschieden werden, von gewissem Nutzen sein kann. So kann man 
z. B. mit Leichtigkeit die Ausscheidung von B-Oxybuttersiuren und 
anderen itherléslichen Siiuren im Harn bei der diabetischen Azidosis 
verfolgen?. 
Ausfiihrung der Bestimmung. 

Das Prinzip der Methode ist das folgende. Der angesaiuerte Harn 
wird im Schaukelextraktionsapparat (2) des Verfassers mit Lauge 
extrahiert. Nach vollendeter Extraktion wird ein bekannter Uberschu8 
an Saure zur Lauge hinzugefiigt und die Kohlensiure durch Kochen 
ausgetrieben. Hierauf wird mit Lauge titriert, wobei der erhaltene 
Wert die Summe der extrahierten Siuren und den Uberschu8 an zu- 
gesetzter Siure darstellt. 


Apparate und Lésungen. 


1. Schaukelextraktionsapparat laut Verfasser; die gréBere Modi- 
fikation zur Extraktion von Fliissigkeitsvolumen bis zu 50cem. Die 
Zeit fiir jede Schaukelperiode soll etwa 27 Sekunden betragen. Die 
maximale Neigung der ExtraktionsgefaBe jederseits der Horizontal- 
ebene soll etwa 18° betragen. 

2. Einige 500-cem-Erlenmeyerkolben aus Jenaglas. Einrichtung 
zum Kochen am RiickfluB. 

3. Etwa 5n Schwefelsaure. 

4. 0,065 n Natronlauge, hergestellt durch Lésen von 2,6 g Natrium- 
hydroxyd pro Liter Wasser. Die Lauge braucht nicht kohlensaurefrei 
und genau gestellt zu sein. Sie wird zweckmabig in einer Flasche mit 
Natronkalkrohr und Einrichtung zu automatischer, immer gleicher 
Abmessung von etwa 30 ccm verwahrt. 

5. Etwa 0,7 n Salzsiure. Auch diese braucht nicht genau gestellt 
zu sein. Bei Mischen mit 30ccm Saure soll ein SaureiiberschuB von 
wenigstens 0,15 Milliaquivalenten erhalten werden. 

6. Genau gestellte 0,1 n Lauge. 

7. Athylaither, der alkoholfrei, aber nicht unbedingt wasserfrei 
sein mu. Er soll ferner so wenig wie méglich Saure enthalten. Zur 


1 Acetessigsiure nimmt an dieser Bestimmung jedoch nicht teil, da 
der Extrakt zur Entfernung der Kohlenséure kiirzere Zeit gekocht werden 
mu8B. Doch kann auch diese Saéure in der Bestimmung erhalten werden, 
wenn zur Entfernung der Kohlensiiure im Vakuum und bei Zimmer- 
temperatur zweckmaéBige Anordnungen vorhanden sind. 


28 * 
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Priifung des Athers auf Reinheit in dieser Hinsicht werden zwei Leer 
versuche in folgender Weise ausgefihrt: 

a) 30cem Lauge (Nr.4) und 30cem Salzsaure (Nr.5) werden 
vermengt; man kocht am RickfluB 15 Minuten und bestimmt darauf 
den Salzsaureiiberschu8 genau durch Titration mit n/10 Lauge. 

b) In das DimittenzgefaB werden 40 ccm Wasser und 3ccm 5n 
Schwefelsaure, in das RezipienzgefaB 30 ccm Lauge (Nr. 4) gebracht 
Man extrahiert wahrend 24 Stunden. Hierauf wird die Lauge quantitativ 
durch dreimaliges Nachspiilen mit 10 cem Wasser in einen Erlenmeyer- 
kolben gebracht. Man versetzt mit 30 ccm Saure (Nr. 5), kocht die 
Kohlensaure aus und bestimmt den SaureiiberschuB. 

Der Unterschied zwischen den beiden Bestimmungen zeigt die 
vom Ather an die Lauge abgegebene Menge Saure an, die 0,1 Milli- 
aquivalente nicht tibersteigen soll. Wird diese Forderung nicht erfiillt, 
kann der Ather durch sechs- bis zehnstiindiges Kochen am Riickflu8 
unter Zusatz von festem Bariumhydroxyd verbessert werden. 

Der Extrakt darf nach Zusatz von Bariumchlorid héchstens eine 
kaum merkbare Triibung zeigen. Wird ein Niederschlag erhalten. 
beruht dies gewohnlich darauf, daB der Ather alkoholhaltig ist. 

Gewohnlicher technischer Ather kann zu diesen Bestimmungen 
nicht verwendet werden, nur die reineren Qualitaten sind benutzbar. 


Die Extraktion. 


In das DimittenzgefaB bringt man bei normalem Sauregehalt 
20cem Harn und 5cem 5n Schwefelsaure. Bei Azidosis (Diabetes) 
werden nicht mehr als 10cem Harn und 3ccm Schwefelsaure ge- 
nommen. In das RezipienzgefaB werden 30ccm Lauge gebracht. 
Dann werden vorsichtig 350 cem Ather zugesetzt!, und nun extrahiert 
man 24 Stunden. In den meisten Fallen entsteht keine Emulsion. 
Ausnahmsweise kann es bei einem sehr eiweiBreichen Harn hierzu 
kommen. Solchenfalls soll er mit Wasser verdiinnt werden, oder man 
kann auch die Bewegung des Apparats verlangsamen. Hierbei mu 
aber die Extraktionszeit in entsprechendem Grade verlangert werden. 


Die Titration. 

Nach vollendeter Extraktion wird der Harn durch den Hahn 
des DimittenzgefaBes abflieBen gelassen, worauf man zweimal mit 
Wasser nachspilt. Die Lauge wird in gleicher Weise quantitativ in 
einem 500-ccem-Erlenmeyerkolben aus Jenaglas aufgefangen. Hierbei 


1 Oder bis der Ather bis zur halben Hohe des Kommunikationsrohres 
zwischen den beiden Behaltern reicht. Zu wenig Ather fiihrt oft zu Emulsions- 
bildung. 








_— tet t= «6 


vy a ze — — 


n> oo a a 


ont Gk 


eee ee «a 








Leer 


rerden 
larauf 


m 5n 
racht 
hitativ 
neyer- 
ht die 


rt die 

Milli- 
rfiillt. 
*kfluB 


s eine 
alten. 
b. 


ungen 
tzbar. 


zehalt 
betes ) 
P ge- 
racht. 
ahiert 
sion. 
uierzu 
‘man 

muB 


orden. 


Hahn 
| mit 
tiv in 
ierbei 


rohres 
sions- 








Bestimmung atherléslicher Séiuren im Harn. 437 


wird dreimal mit destilliertem Wasser nachgespiilt. Wahrend des Spiilens 
wird der Apparat vorsichtig nach verschiedenen Richtungen geneigt, 
so daB das Wasser die Lauge vollstandig mitnimmt. Das Waschwasser 
wird in den Kolben abflieBen gelassen. 

Der Apparat ist nun zu abermaliger Extraktion fertig. Der Ather 
braucht also nicht jedesmal abgelassen zu werden, was den Vorteil 
hat, daB Verluste durch Verdunsten des Athers vermieden werden. 
Man soll indessen ab und zu eine geringe Quantitét zusetzen, um den 
Verlust zu kompensieren, der durch Lésung von etwas Ather in Harn 
und Lauge entsteht. 

Die Lauge wird nun mit 30ccm Salzsiure versetzt (5), worauf 
man 15 Minuten am Riickflu8 kocht, um teils die aus Lauge und Spiil- 
wasser stammende Kohlensaure, teils die aus dem Harn extrahierte 
Kohlensaure zu entfernen. Nach dem Abkiihlen wird mit genau ge- 
stellter n/10 Lauge, mit Phenolphthalein als Indikator, titriert. Bei 
der Berechnung des Resultats wird der Titrationswert mit dem Blind- 
wert vermindert, der bei der Extraktion von verdiinnter Schwefelsiure 
in gleicher Weise wie fiir die andere Blindprobe bei der Priifung der 
Reinheit des Athylaithers beschrieben worden ist. 

Die Menge 4&therléslicher Sauren wird zweckmaBig in! Milliaqui- 
valenten pro Tag ausgedriickt. 1 cem n/10 Lauge entspricht bekanntlich 
0,1 Millidquivalenten Saure. © 

Bei der Extraktion von Harn mu8 demnach der Wert um jenen 
vermindert werden, der bei einer gleich lange extrahierten Blindprobe 
erhalten wird. Die derart reduzierten Werte zeigen doch auch nun 
bei fortgesetzter Extraktion eine Erhéhung.. Diese nahern sich aber 
asymptotisch einem gewissen Wert. Dies mu auch tatsachlich der 
Fall sein, denn Atherlislichkeit ist ein relativer Begriff und auch 
organische Sauren, die im allgemeinen als in Ather unléslich gelten, 
wie z. B. Harnsaure, gehen bei langer Extraktionszeit spurenweise in 
die Rezipienzfliissigkeit tiber. Es mu8 hier also ausdriicklich betont 
werden, daB, wenn es sich hier um die Bestimmung der atherléslichen 
Sauren des Harns handelt, diese Definition an einer gewissen Un- 
volistindigkeit leidet, da alle Uberginge zwischen Atherléslichkeit und 
Unléslichkeit vorkommen kénnen. Fiir die praktische Verwendbarkeit 
ist es zweckmaBig, eine Extraktionszeit zu fixieren, so gewahlt, dab 
eine weitere Ausdehnung der Zeit den Wert nicht wesentlich erhdht. 
Wie aus Abb.1 hervorgeht, soll diese Zeit offenbar auf 24 Stunden 
fixiert werden. Eine Verdoppelung dieser Extraktionszeit verandert 
den erhaltenen Wert nur ganz unbedeutend, und nach dieser Zeit werden 
Proben auf Phosphorsiure, Salzsiure und Schwefelsiure in der Regel 
positiv, anzeigend, daB die Erhéhung des Extraktionswertes wenigstens 
zum Teil auf iibergegangenen anorganischen Sauren beruht. 
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Bei der Bestimmung der Extraktionszeit mu darauf Riicksicht 
genommen werden, daB die GréBe des Blindwertes mit der Extraktions- 
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zeit zunimmt, was darauf beruht, daB Schwefelsdure in kleinen Mengen 
mitextrahiert wird. Da diese Mengen im Vergleich mit der Schwefel- 
saurekonzentration der Dimittenzlésung ganz unbedeutend sind, bleibt 
diese letztere praktisch genommen unverindert und damit die in die 
Rezipienzlésung iiberfiihrte Schwefelsiuremenge proportional der 
Extraktionszeit. Dies zeigt der folgende Versuch und die zweite 
Kolonne der Tabelle. 


Versuch iiber die Extraktionszeit. 

270 cem gemischter Harn wurden mit 30ccm 5n Schwefelsiure 
versetzt. Zur Extraktion wurden von dieser Mischung fiir jede Probe 
30cem verwendet. Gleichzeitig wurden Blindproben ausgefiihrt, 
wobei anstatt Harn eine Lésung von 27 ccm destillierten Wassers 
+ 3ccem 5n Schwefelsiure zur Verwendung gelangte. Der Blindwert 
ohne Extraktion war 1,80cem n/10 Lauge. 





Extraktionszeit | Wert der Blindprobe Wert des Harnextrakts Gefundene Mengen organischer 


Siiuren 

Std. Milliaiquiv. Millitiquiv. Milliiiquiv 
4,1 0,190 0,700 0,510 
11,6 0,198 0,874 0,676 
23,8 0,210 1,005 0,795 
24,0 0,230 1,020 0,798 
42.0 0,280 1,106 0,826 
76,4 0,345 1,209 0,854 


Die Menge itherléslicher Siuren im Harn. 


Als Grenzen, innerhalb denen die Werte fiir die taglich aus- 
geschiedenen, in Ather lislichen Siuremengen bei Gesunden bei ge- 
mischter Kost variieren, glaube ich 20 bis 50 Milliaquivalente angeben 
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u kénnen. Bei diesen Bestimmungen muf genau darauf geachtet 
werden, da die Versuchspersonen nicht medizinische Priparate von 
Saéurenatur erhalten haben. So geben z.B. 3g Acetylsalicylsiure 
pro Tag in der Regel Werte, die 50 Milliaquivalente iibersteigen. Der 
Harn darf nicht mit Fluornatrium sterilisiert werden, denn Fluor- 
wasserstoffsiure ist in Ather in erheblichem Grade léslich. 

Abb. 2 veranschaulicht, wie die Menge atherléslicher Siuren im 
Harn bei Fett- und Gemiisekost (Petrénkost) erhéht wird. Die ein- 
tretende Azidosis kann mit dieser Methode bequem verfolgt werden, 
was auch fiir die Saureabscheidung bei Diabetes gilt. 


Milliaguivalerte 





Fett und Most 
Abb. 2. 


Gemischte Host 


| 

In beigegebenerTabelle habe ich einige vergleichende Bestimmungen 
des Sauregehalts mit der hier beschriebenen Methode und der von 
van Slyke-Palmer zusammengestellt. Wie aus derselben hervorgeht, 
gibt die letztere Methode, wie zu erwarten war, erheblich héhere 
Werte. Die letzte Kolonne zeigt, daB von der Totalmenge Siuren 
nach van Slyke-Palmer (nach Korrektion fiir Kreatinin) nur etwa die 
Halfte atherléslich sind. 





Tages- Widmark van Slyke- Palmer Atherlisl. 

menge Harn ||——_________ ——_—— Siuren 
eem Normal Milliiquiv. Normal Millitiquiv. ~ 0}, 
dt 660 0,936 24 0,074 49 49 
a oe 960 0,033 31 0.056 54 57 
i re 1040 0,026 27 0,051 53 51 
So ee 1620 0,025 27 0,037 59 46 
oa. + 1390 0,021 27 0,040 52 52 
, i | ree 1580 0,022 34 0,045 72 47 
mares eS 1380 0,022 30 0,034 47 64 
iP © rear 1360 0,026 35 0,038 52 67 
= - 1660 0,016 27 0.038 63 43 

52,9 

Literatur. 


1) D. D. van Slyke und W. W. Palmer, Journ. of biol. Chem. 41, 567 
bis 585, 1920.—- 2) Erik M. P. Widmark, Skand. Arch. f. Physiol. 48, 61 
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Der Tryptophangehalt in Bence-Jones-Eiweib. 


Von 
Erik Ohlsson und Gunborg Nordh. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut Lund.) 


(Eingegangen am 26. September 1929.) 


In ihrer bedeutungsvollen Abhandlung iiber Bence-Jones-Eiweif 
geben Hopkins und Savory (2) an, daB der Tryptophangehalt dieses 
EiweiBes mehr als 0,8°, betragt. Sie heben ausdriicklich hervor, daf 
dieser Wert als ein Minimalwert zu betrachten ist. Den wirklichen 
Gehalt kénnen sie nicht angeben, da es zur Zeit ihrer Untersuchung 
noch keine geeignete Methode zur quantitativen Bestimmung von 
Tryptophan in EiweiB gab. 

Liischer (3) hat dann die Zusammensetzung von Bence-Jones- 
Eiwei8 untersucht und unter anderem den Tryptophangehalt bestimmt. 
Er verwendete die Methode von Fiirth-Nobel (1), ging aber dann zu 
einer eigenen Modifikation dieser Methode tiber, wobei er anstatt 
Formaldehyd Benzaldehyd verwendete. Liischers Methode hat keine 
allgemeinere Benutzung erfahren und gibt Resultate, die von den 
nach Fiirth-Nobel erhaltenen oft betrichtlich abweichen. Da man 
nun zuverlassigere Methoden zur Tryptophanbestimmung kennt, ist 
es uns wiinschenswert erschienen, an einem uns zur Verfiigung stehenden 
Bence-J ones-EiweiB enthaltenden Harn erneuerte Bestimmungen 
des Tryptophangehalts dieses EiweiSes vorzunehmen. Wir haben 
uns hierbei der uns am zuverlassigsten erscheinenden Methode, nimlich 
der von May und Rose (4) angegebenen, bedient. 

Die Tryptophanbestimmung nach May und Rose wurde in folgender 
Weise ausgefiithrt. Eine Serie Proberéhren wird teils mit den zu unter- 
suchenden Proben, teils mit wechselnden Mengen 0,1 °%,iger Casein- 
lésung beschickt. Durch Zusatz von Wasser wird das Volumen in 
simtlichen Réhren auf 10 ccm gebracht. Dann werden 1 ccm der 
Reagenzlésung sowie 10cem konzentrierter Chlorwasserstoffsiure zu- 
gesetzt. Die Reagenzlésung besteht aus einer 1% igen Lésung von 
Dimethylamidobenzaldehyd in 10°,iger Schwefelsiure. Die Probe- 
réhren werden darauf 48 Stunden in einem Thermostaten von 37° 
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stehengelassen. Der Tryptophangehalt des Caseins, 1,9°,, wird als 
bekannt betrachtet und durch Vergleich mit reinen Tryptophan- 
lésungen kontrolliert. Der Tryptophangehalt der Proben wird durch 
Vergleich mit den Caseinréhren bestimmt. 

Der von uns untersuchte Harn stammte von einem 37 jahrigen 
Mann, der an multiplem Myelom litt. Bei der Réntgenuntersuchung 
wurden zahlreiche scharf abgegrenzte, erbsengroBe Verdiinnungen im 
oberen Femurende, im Becken, Sacrum und in der Lumbalwirbelsiule 
konstatiert. Die Brustwirbelsaule zeigte keine pathologischen Ver- 
ainderungen. Dagegen waren im Kopf zahlreiche Verdiinnungen 
vorhanden. 

Der Harn enthielt etwa 1 °,, EiweiB. Das Sediment enthielt reichlich 
kérnige Zylinder. Der Reststickstoff war im Steigen begriffen, er 
betrug zur Zeit unserer Untersuchung 114. Die Nieren waren also 
zweifellos beschadigt, und der Harn enthielt wabrscheinlich auch 
andere Eiweifstoffe als Bence-Jones. Bei der Erwirmung des Harns 
entstand eine reichliche Fallung, die beim Kochen wieder zum gréBten 
Teil in Lésung ging. Es verblieb doch eine deutliche Opaleszenz bestehen. 

Ferner ist zu erwahnen, daB der Calciumgehalt des Serums deutlich 
erhéht war, 15 mg pro 100 ccm Serum. 

Die Tryptophanbestimmung ist in folgender Weise ausgefiihrt 
worden. 1 Liter filtrierter Harn wurde mit 50 ccm n Essigsiure und 
50 cem 1 mol. Natriumacetat versetzt und am Wasserbad auf 60° 
erwirmt. Das koagulierte EiweiB wurde wiederholte Male in Wasser 
ausgerihrt und zentrifugiert, womit fortgesetzt wurde, bis das ab- 
gegossene Wasser keine Chlorreaktion mehr gab. Darauf wurde des 
weiteren fiinfmal mit Wasser und dann zweimal mit Alkohol gewaschen. 
Nach dem Absaugen wurde das erhaltene Produkt zuerst im Exsikkator 
iiber Schwefelsiure und dann im Trockenschrank bei 105° bis zu 
konstantem Gewicht getrocknet. 

Das erhaltene Produkt bestand aus einem weiben, lockeren Pulver, 
das bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl die Werte 16,06, 
16,01 und 16,14 °% ergab; Mittelwert 16,07 °,, N. Hopkins und Savory 
geben als Mittelwert 16,21 °% N an. 

Etwa 0,7 g des Praparats wurden in 0,5 n Natronlauge gelést und 
mit Wasser auf 500 ccm verdiinnt, worauf die Lésung, die vollkommen 
klar aussah, zur Sicherheit filtriert wurde. Im Filtrat wurde teils der 
Stickstoffgehalt nach Kjeldahl, teils der Tryptophangehalt nach May 
und Rose bestimmt. 

50 cem Filtrat gaben bei der Stickstoffbestimmung folgende Werte: 
10,71, 10,68, 10,67 mg, im Mittel 10,69 mg N. 

Die Resultate der Tryptophanbestimmungen zeigt die unten- 
stehende Tabelle I. 
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Tabelle I. 





Filtrat Tryptophan Tryptophan pro cem Filtrat 
ecm mg mg 


0.6 0,0333 0,056 
0.8 0.0428 0,054 
1.0 0.0570 0,057 
2.0 0,1093 0,055 
3.0 0.1610 0,054 


Mittelwert: 0,055 


Aus dem Mittelwert berechnet sich ein Gehalt von 26 mg Trypto- 
phan pro 100 mg N. Da der Stickstoffgehalt des Eiweifes bekannt ist, 
kann dies in Prozenten des Proteins umgerechnet werden, wobei man 
als Resultat erhalt, daB Bence-Jones-Eiweib 4,2 °,, Tryptophan enthalt. 
Liischer gibt einen wesentlich niedrigeren Wert, 2,89 °%, an. 


Literatur. 


1) O. Fiivth und E. Nobel, diese Zeitschr. 109, 103, 1920. — 2) F.G. 
Hopkins und H. Savory, Journ. of Physiol. 42, 189, 1911. — 3) E. Liischer, 
Biochem. Journ. 16, 556, 1922. — 4) C. BE. May und E. R. Rose, Journ. 
of biol. Chem. 54, 213, 1922. 
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Untersuchung iiber den Tryptophangehalt des Plasmaeiweibes 
und dessen Beziehung zu Fahraeus’ Senkungsreaktion. 


Von 
Erik Ohlsson, Gunborg Nordh und Toivo Swaetichin. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut Lund.) 


(Eingegangen am 26. September 1929.) 


Laut Fahraeus (5) beruht die bei Graviditaét und gewissen Krank- 


heiten auftretende Zunahme der Sedimentierungsgeschwindigkeit der 
Blutkérperchen auf einen gesteigerten Globulingehalt des Plasmas. 
Auch andere Faktoren wirken mit, aber die Veriinderung des Plasma- 
eiweibes wird als die wesentlichste Ursache einer Erhéhung der Senkungs- 
reaktion angesehen. Wenn dies richtig ist, wiirde es von groBem Interesse 
sein, in einer gréBeren Anzahl von Fallen eine Bestimmung des Primaren, 
der Verainderung des Plasmaeiweifes ausfiihren zu kénnen ynd damit 
die sekundire Folge, die Veranderung der Senkungsgeschwindigkeit 
zu vergleichen. Man kénnte hierbei das Hauptgewicht entweder auf 
die Globulinkonzentration des Plasmas oder auf das Verhaltnis zwischen 
Globulin und Albumin im Plasma, den sogenannten Globulin-Albumin- 
quotienten legen. Eine solche Untersuchung ware indessen ziemlich 
miihsam, da das Fraktionieren des Plasmaeiweibes sehr zeitraubend 
ist. Wir haben deshalb einen anderen Weg einzuschlagen versucht. 

Globulin und Albumin unterscheiden sich voneinander unter 
anderem durch einen wesentlich verschiedenen Gehalt an Tryptophan; 
beim Menschen enthalt Albumin etwa 1°,, Globulin etwa 5°. Das 
Fibrinogen, das im Vergleich mit den beiden anderen Eiweifstoffen 
in verhaltnismaBig geringer Menge vorkommt, kann in diesem Zu- 
sammenhang zum Globulin gerechnet werden. 

Der Tryptophangehalt des gesamten PlasmaeiweiBes beruht 
demnach teils auf dem Gehalt des Albumins und Globulins an dieser 
Aminosaure, teils auf dem Globulin-Albuminquotienten. Der Trypto- 
phangehalt von Albumin und Globulin ist wahrscheinlich annahernd 
konstant, und eine Veranderung des Globulin-Albuminquotienten ist 
deshalb mit einer entsprechenden Veranderung des Tryptophangehalts 
des PlasmaeiweiBes verkniipft. 
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Da der GesamteiweiBgehalt des Plasmas relativ konstant ist, h: 
man also zu erwarten, daB mit einer Zunahme der Sedimentierung: 
geschwindigkeit der Blutkérperchen eine Erhéhung des Tryptophan 
gehalts des PlasmaeiweiBes einhergehen wird. Die vorliegende Unter 
suchung beabsichtigt zu erforschen, ob und in welchem Mabe dies 
der Fall ist. 

Das Material unserer Untersuchung wurde von der Medizinischen 
Klinik zu Lund erhalten und bestand aus den bei der Ausfiihrung 
der Senkungsreaktion iibriggebliebenen Resten. Diese Reste, 1 bis 
2eccm Citratblut, wurden mit 25 ccm physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt, die Blutkérperchen durch Zentrifugieren entfernt und die 
erhaltene klare Lésung dann untersucht. 


In 15cem wurde der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt 
Der EiweiBgehalt wurde durch Multiplikation mit 6,25 berechnet 


Die Tryptophanbestimmung wurde nach May und Rose (7) in 
folgender Weise vorgenommen: Von der Plasmalésung werden zwei 
Proben von 1 bzw.2 ccm genommen und mit Wasser auf ein Volumen 
von 10 cem verdiinnt. Darauf versetzt man mit 1 ccm einer 1 igen 
Lésung von Dimethylaminobenzaldehyd in 10° iger Schwefelsaure 
sowie mit 10 ccm konzentrierter Chlorwasserstoffsaure. Gleichzeitig 
wird eine Serie ahnlicher Proben mit variierenden Mengen einer 0,1 °,,igen 
Caseinlésung ausgefiihrt, namlich: 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 
6,7, 8,9, 10cem. Simtliche Proben werden im Thermostaten 48 Stunden 
bei 37° stehengelassen. Darauf werden die Plasmaproben mit den 
Caseinproben verglichen. Da der Tryptophangehalt des Caseins, 1,9 °,,, 
bekannt ist (6), kann der Tryptophangehalt der Plasmaprobe berechnet 
werden, und da der EiweiBgehalt bestimmt ist, kann der Tryptophan- 
gehalt des Plasmaeiweiftes ermittelt werden. Es ist also fiir jede Plasma- 
probe eine Doppelbestimmung des Tryptophangehalts ausgefiihrt 
worden. Die erhaltenen Werte stimmen nahe miteinander itiberein; 
im folgenden sind die Mittelwerte angefiihrt. Die Fehlergrenze der 
Tryptophanbestimmungen wird auf etwa 10°, geschatzt. 


Die Senkungsreaktionen sind auf der Medizinischen Klinik aus- 
gefiihrt und die erhaltenen Werte uns giitigst zur Verfiigung gestellt 
worden. 


Das Resultat unserer Untersuchung geht aus untenstehender 
Zusammenstellung, Tabelle I, hervor. In dieser sind teils der Trypto- 
phangehalt des Plasmaeiweifes, teils die Senkungsreaktion in Milli- 
metern nach 1 und 2 Stunden Sedimentierung, teils schlieBlich unter 
der Rubrik ,,Diagnose‘‘ der Anla& des Krankenhausaufenthalts an- 
gegeben. Es ist indessen nicht sicher, daB der Wert der Senkungs- 
reaktion bzw. der Tryptophangehalt mit den in dieser Rubrik an- 
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Struma adenomatosa 

Polyarthritis chronica, pericarditis 
Spondylitis deformans, tbe. pulmon. 
Uleus ventriculi 

Uleus duodeni 

Lumbago 

Uleus ventriculi 

Insuff. gland. thyreoideae 

Arthritis chronica, colitis descendens acuta 
Polyarthritis chronica, myocarditis 
Polyarthritis chronica 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
Tryptophan- Senkungs- 
Nr. gehalt reaktion Diagnose 
O15 mm 
D4 2,7 25/50 Bronchopneumonia 
55 2,7 29 Uleus ventriculi 
56 2,8 4 
57 2,8 5/15 Meningitis tuberculosa 
58 2,8 8/19 Polyarthritis chronica, Insuff. gland. thy- 
revideae 
59 2,8 24/43 Polyarthritis chronica 
60 2,8 43 
61 2,9 16/50 Spondylitis deformans 
62 2,9 26/53 Emphysema pulmon., bronchitis chronica 
63 2,9 28/55 Pneumonia acuta 
64 2,9 32/55 
65 2,9 59/77 Polyarthritis chronica 
66 2,9 76/95 Tbe. renis 
67 2,9 113/119 
68 3,0 25/55 Polyarthritis chronica 
69 3,0 25/56 1‘: 
70 3,0 28/51 
71 3,0 30/52 Pneumonia acuta 
72 3,0 32/64 
73 3,0 40/76 Tbe. pulmon. sin. 
74 3,0 48/81 Polyarthritis, tbe. pulmon., pericarditis acuta 
75 3,0 62/102 
76 3,0 64/97 Sepsis 
77 3,0 65/104 Polyarthritis chronica, insuff. gland. thy- 
reoideae 
78 3,0 72/100 Neurasthenia 
79 3,1 12/25 
80 3,1 14/33 
81 3,1 22/40 
82 3,1 40/72 Pleuritis exsudativa 
83 3,1 45/78 Polyarthritis rheumatica acuta 
84 3,1 53/92 
85 3,1 114/130 Polyarthritis chronica 
86 3,2 8/20 
87 3,2 28/58 Pleuritis exsudativa 
88 3,2 42/72 Sepsis, pleuritis exsudativa 
89 3,2 53/92 
90 3,2 55/83 Polyarthritis, tbe. pulmon. 
91 3,2 55/90 Polyarthritis rheumatica acuta 
92 3,2 63/94 Diabetes mellitus 
93 3,2 90/125 Polyarthritis chronica 
94 3,2 93/98 Tumor mediastinalis 
95 3,2 93/130 Septicaemia, endocarditis, pericarditis 
96 | 3,2 140/143 
97 || 3,3 8/12 Cardiosclerosis 
98 | 3,3 40/66 Trombophlebitis 
99 3,3 47/82 
100 3,3 67;100 Lymphogranulomatosis, meningitis serosa 
101 3,3 73/107 
102 | 3,3 91/102 Pneumonia acuta, pleuritis 
103 | 3,3 92/128 Polyarthritis chronica 
104 | 3,4 23/51 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Tryptophan- Senkungs- 

Nr. gehalt reaktion Diagnose 
C/o mm 

105 3,4 34/70 Neurastenia 
106 3,4 61/84 
107 3,4 70/109 Lymphogranulomatosis, meningitis serosa 
108 3,4 72/102 Cholangitis 
109 3,4 72/120 Rheumatismus muscularis 
110 3,4 101/132 » ” 
111 3,5 16/38 Hepatitis acuta, nephritis acuta 
112 3,5 50/85 Pleuritis bilateralis 
113 3,5 60/93 Polyarthritis chronica, tbe. pulmon. 
114 3,6 60/96 Diabetes mellitus 
115 3,7 75/112 Polyarthritis chronica 
116 3,8 77/104 
117 4.1 113/125 Tumor cancroid colli 


gefiihrten Krankheiten zusammenhingt, sondern sie kénnen ihre 
Ursache auch in einer zufallig hinzugestoBenen Komplikation haben. 

Aus der Zusammenstellung ergibt sich deutlich, daB die Senkungs- 
reaktion und der Tryptophangehalt im groBen gleichzeitig variieren. 
Um den Grad dieser Kovariation zu ermitteln, haben wir die Korrela- 
tion zwischen Tryptophangehalt und Senkungsreaktion teils nach 1, 
teils nach 2 Stunden Sedimentierung berechnet. Der Korrelations- 
koeffizient betrigt im ersten Falle 0,668 und im zweiten Falle 0,728. 
Die Verteilung ist aus untenstehenden Korrelationstabellen (Tabellen II 
und IIT) ersichtlich. 

Tabelle II. 
Korrelation von Tryptophangehalt des PlasmaeiweiBes und Senkungs- 
reaktion nach 1 Stunde. 





Tryptophangehalt 


Senkungs- epee ae 
reaktion 2,1 2.3 2,5 2,7 2,9 3,1 3,3 3,5 3,7 3,9 4,1 
2,2 2,4 2.6 2.8 3,0 3,2 34 3,6 3, 4.0 4,2 

i— 10 4 10 15 8 1 1 

11— 20 1 4 4 3 1 2 1 

21— 30| 1 1 3 ¢ | 2 1 

31— 40 1 3 3 1 2 

41— 50 1 2 2 1 1 

51— 60 1 4 2 

61— 70 3 1 

71— 80 2 2 

8i— 99 1 

91—100 2 2 

101—110 1 

111—120 1 I | 

121—130 

131—140 1 





Korrelationskoeffizient r = + 0,668+0,0512 


E. Ohlsson, G. Nordh u. T. Swaetichin: 


Tabelle I1l. 


Korrelation von Tryptophangehalt des PlasmaeiweiBes und Senkungs- 
reaktion nach 2 Stunden. 





Senkungs- — - . 
reaktion 2, 2 2,5 a3: i Sp 
, ; : , 3,0 


i— 10 
11— 20 
21i— 30 
31— 40 
4i— 50 
5i— 60 
61— 70 
7i— 80 
81— 90 
91—100 
101—110 
111—120 
121—130 
131—140 
141—150 


ae hee 


Korrelationskoeffizient r = + 0,728 +0,0440. 


Die statistischen Elemente sind in Klassen mit einer Klassenbreite 
von 0,2 °%, fiir den Tryptophangehalt und 10mm fir die Senkungs- 
reaktion eingeteilt worden. Die Berechnung wurde nach Charlier (1) 


ausgefihrt. 

Bei der Berechnung sind simtliche Werte beriicksichtigt worden. 
Es hat keine Auswahl unseres Materials stattgefunden, sondern wir 
haben saimtliche Proben untersucht, die auf der Medizinischen Klinik 
an gewissen willkirlich gewahlten Tagen genommen worden sind. 

Es besteht demnach eine bedeutende Korrelation, und die Unter- 
suchung bestatigt die Auffassang von Fahraeus, daB zwischen dem 
Globulingehalt des Plasmas und der Senkungsreaktion ein Zusammen- 
hang besteht. 

Die Ubereinstimmung zwischen Senkungsreaktion und Tryptophan- 
gehalt ist indessen nicht vollstandig, und hierzu kann es viele Anlasse 
geben. Reine Versuchsfehler kénnen kaum eine gréBere Rolle spielen, 
sie kénnen einen Wert héchstens in eine angrenzende Klasse verschieben. 
Dagegen sollen folgende Umstande in Betracht gezogen werden. 

Der Tryptophangehalt des PlasmaeiweiBes ist vom Mischungs- 
verhaltnis zwischen Globulin und Albumin, aber nicht vom absoluten 
Globulingehalt des Plasmas abhangig. Der letztere kann bei konstantem 
Globulin-Albuminquotienten schwanken, wenn namlich das gesamte 
Plasmaeiwei8 variiert, was innerhalb gewisser Grenzen zweifellos der 
Fall ist. Wahrscheinlich ist das Wesentliche in der pathologischen 
Veranderung des Blutplasmas eine Veranderung des Globulin-Albumin- 
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quotienten und damit des Tryptophangehalts des Plasmaciweifes, 
wahrend die erhdhte Senkungsreaktion wohl mehr auf einer Zunahme 
des absoluten Globulingehalts des Plasmas beruht, eine Zunahme, 
die also auch infolge einer Erhéhung des gesamten Plasmaeiweibes 
zustandekommen kann. Solchenfalls wiirde der Tryptophangehalt 
die pathologische Veranderung sicherer registrieren als die Senkungs- 
reaktion. 

Eine wichtige Frage in diesem Zusammenhang ist, ob die ver- 
schiedenen Plasmaproteine einen konstanten oder variierenden Trypto- 
phangehalt besitzen. Ohi/sson (8) hat den Tryptophangehalt von Serum- 
albumin und Serumglobulin von Pferd und Kaninchen untersucht 
und dabei in den verschiedenen Serumproteinen der gleichen Tierart 
einen bemerkenswert konstanten Tryptophangehalt gefunden, waihrend 
der Globulin-Albuminquotient und damit der Tryptophangehalt des 
totalen PlasmaeiweiBes in den einzelnen Fallen ein sehr variierender war. 

Eine Untersuchung des Tryptophangehalts der verschiedenen 
Eiweibfraktionen beim Menschen unter normalen und pathologischen 
Zustanden ware wiinschenswert, wiirde aber lange Zeit in Anspruch 
nehmen. Wir haben eine solche Untersuchung nur hinsichtlich fiinf 
Falle ausgefiihrt, nimlich bei Nr. 3, 9, 16, 73 und 76 in Tabelle I. Das 
Resultat ergibt sich aus Tabelle IV. In der Tabelle wird die Nummer 
des Patienten, die Senkungsreaktion, der Gehalt an Albumin und 
Globulin in Milligramm pro Kubikzentimeter Serum sowie der 
Globulin-Albuminquotient angegeben. AuBerdem wird der Gehalt 
an Tryptophan in Milligramm pro Kubikzentimeter Serum angegeben. 
der sich teils auf das Albumin und teils auf das Globulin bezieht, sowie 
die Summe dieser beiden Werte, die mit dem in der folgenden Kolonne 
angegebenen Totalgehalt Tryptophan pro Kubikzentimeter Serum 
iibereinstimmen soll. SchlieBlich wird der Prozentgehalt Tryptophan 
von Albumin, Globulin und Totalprotein mitgeteilt. 


Tabelle IV. 





mg Tryptophan pro cem Serum 


°/> Tryptophan 


mg pro 
ecm Serum 
Quotient 


Senkungs- 
reaktion 


Albumin 


7 


Globulin 
Albumin 
Globulin 


Albumin 
Albu in + 


6/11 38,5 | 14,9 0,388 : : 1,26 

3 6/17 41,9 | 16,5 | 0,393 E, 87 | 1,26 

16 7/21 | 34,0 16,3 | 0,478 b 1,21 
73 | 40/76 35,8 26,9 | 0,750 1,94 1.01 
76 || 64/97 | 35,1 | 24,7 | 0,703 28 1,79 1,54 

Mittelwert: 1,10 | 


1,91 | 58 2.30 
0.93 | 5.5 
1,09 


~_— et ee 
Oo toto bo 
SSH 10 
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Die Versuche zeigen in Ubereinstimmung mit Ohlssons friihere: 
Untersuchungen, daB der Tryptophangehalt des Albumins bzw 
Globulins nur geringeren Variationen unterworfen ist. Eine hohe 
Senkungsreaktion ist von einer Erhéhung des Globulin-Albumin 
quotienten und von einem héheren Tryptophangehalt des Totalproteins 
begleitet. Gleichzeitig sind die Werte fiir den Globulingehalt und 
Tryptophangehalt pro Kubikzentimeter Serum erhéht. 


Wenn die Summe von Albumin- und Globulintryptophan pro 
Kubikzentimeter Serum sehr gut mit dem gefundenen totalen Trypto- 
phangehalt des Serums iibereinstimmt, ist dies allerdings kein voll- 
giltiger Beweis fiir die Richtigkeit der Methode, aber ein sehr wert- 
volles Zeugnis fiir ihre Verwendbarkeit. 


Fischer und Weiss (3) haben den Tryptophangehalt des Plasma. 
eiweiBes in 51 Fallen untersucht und dabei die Methode von Fiirth und 
Dische (4) benutzt. Sie finden Variationen zwischen 1,7 und 6,6 °,, 
Die extremen Werte kénnen nicht als eine Folge eines verianderten 
Globulin-Albuminquotienten erklart werden. Es ist indessen auffallend, 
da8B wir mit der zuverlassigeren Methode von May und Rose nie so 
extreme Werte gefunden haben. Unsere Werte liegen zwischen 2,1 
und 4,1%, trotzdem wir 117 Falle untersucht haben, darunter 
viele mit zweifellos sehr erheblichen pathologischen Veranderungen. 
Fischer (2) hat in einer spiteren Arbeit diese Untersuchung fortgesetzt 
und dabei auch den Tryptophangehalt und die Senkungsreaktion 
verglichen. In vier Fallen war der Tryptophangehalt so hoch, dab 
er nicht durch die Annahme eines verinderten Globulin-Albumin- 
quotienten hatte erklart werden kénnen. Fischer findet nur eine 
Andeutung zu einer Ubereinstimmung zwischen Tryptophangehalt 
und Senkungsreaktion, aber keine regelmaBige Kovariation. Wahr- 
scheinlich beruhen die Unterschiede zwischen Fischers und unseren 
Ergebnissen darauf, daB wir eine verlaiBlichere Methode verwendet 


haben. 


Es ist wohl bekannt, daB die Senkungsreaktion auch von anderen 
Faktoren als dem Globulingehalt des Plasmas abhangig ist. Es ist 
schwierig zu entscheiden, in welchem Mae diese Faktoren die Ab- 
weichungen verursachen, die von einer vollstandigen Korrelation 
zwischen Senkungsreaktion und Tryptophangehalt vorhanden sind. 
Diese Faktoren sind wohl als zufallig stérende Momente zu betrachten, 
die mit den pathologischen Veranderungen im Blute in keinem direkten 
Zusammenhang zu stehen brauchen. 


Die Tryptophanbestimmung kann natiirlich nie die Senkungs- 
reaktion ersetzen, es ist aber denkbar, daB sie ein wertvolles Komplement 
zu derselben bilden kann, und da8 die pathologischen Veranderungen 
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im Blute in gewissen Fallen durch die Tryptophanbestimmung besser 
als durch die Senkungsreaktion registriert werden kénnen. 
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Uber mikrochemische Bestimmung der Chloride im Blute. 


Von 
W. W. Prawdicz-Neminski. 
(Unter Mitarbeit von Z. Babitsch.) 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Allukrainischen 
Staatsinstituts fiir den Gesundheitsschutz der Kinder und Jugendlichen 
in Kiew.) 


(Eingegangen am 28. September 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Mohrs Methode der Bestimmung des Chlors in seinen Verbindungen 
mit Alkalien und alkalischen Erden, die auf der Anwendung von chrom- 
saurem Kalium als Indikator beruht, wurde von Bang (1) zur mikro- 
chemischen Bestimmung der Chloride im Blute benutzt und in seiner 
allgemein bekannten ,,Mikromethodik‘ beschrieben. 

Um die Arbeit nach Mohrs Methode auszufiihren, laBt Bang die 
Reaktion zwischen den Blutchloriden und einer Lésung von n/100 AgNO, 
(anstatt n/10) in Anwesenheit von chromsaurem Kalium in alkoholischer 
Lésung verlaufen. Die Alkohollésung vermindert die Dissoziation des 
chromsauren Silbers, das sich dabei bildet, bis zur Beendigung der Reaktion 
besteht und deren Ablauf durch seine lichtbraune Farbe anzeigt. 

Ihrer relativen Einfachheit, ihrer Eleganz und des kleinen zur 
Analyse benétigten Blutquantums wegen (etwa 100mg) hat die von 
Bang vorgeschlagene mikrochemische Modifikation der Mohrschen 
Methode eine bedeutende Verbreitung gefunden. Doch sind dieser 
Methode bei ihrer Anwendung einige Maingel und Unbequemlichkeiten 
eigen; hierher gehéren: die Notwendigkeit, sich an die Vorschriften 
des Autors zu halten, seine Torsionswaage zu benutzen; die im Zu- 
sammenhang mit diesem Umstand unbedingte Notwendigkeit, das Blut 
zum Gerinnen zu bringen, darauf zu wagen und auf Streifen speziellen 
Papiers zu sammeln, welches Papier nach den Weisungen des Autors 
vorbereitet wird, und endlich eine lingere Extraktion der Chloride 
(in Alkohollésung) auszufiihren (Dauer der Extraktion 5 bis 24 Stunden). 
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Die Gesamtheit dieser Griinde 148t uns naher zur urspriinglichen 
Methode Mohrs zuriickkehren, was wir in der vorliegenden Arbeit tun. 


Das Abwdgen des Blutes kann leicht durch dessen Abmessen mittels 
einer Mikropipette ersetzt werden. 

Ein allgemeiner Hinweis darauf ist im Buche von Pincussen (2) vor- 
handen. Es ist selbstverstaéndlich, daB man, wenn man die Resultate der 
Analysen nach den Methoden des Abwagens und Abmessens vergleichen 
will, bei der Berechnung das spezifische Gewicht des Blutes in Betracht 
ziehen oder, Pincussens Weisung folgend, auf analytischen Waagen ab- 
wagen mu8 (l.c., S. 49). 


Gegen den Gebrauch von Bangs Papier bei dieser Methode sprachen 
nicht nur die Schwierigkeiten seiner Bereitung, sondern auch die 
Resultate der Experimente mit wiederholter Chloridextraktion aus den 
Blutgerinnseln, die auf diesem Papier erhalten wurden. 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, hat der erste 24stiindige 
Auszug (Bang empfiehlt bei Papierstreifen mit noch feuchtem Blute 
eine fiinfstiindige Extraktion) zu einer nur unvollstdndigen Extraktion 
des NaCl gefiihrt. Die zweite Extraktion aus den klein zerschnittenen 
Papierchen ergab durchschnittlich noch 0,0395g NaCl in 100 ccm 
Blut, d. h. 11°, der bei der ersten Extraktion gewonnenen Menge. 


Die dritte Extraktion ergab keine weiteren Mengen won NaCl. 


Tabelle I. 





2 3 


Verbraucht n/100 AgNO; beim 
Titrieren in cem (1 cem n/100 
Ag NOs, entspricht 0,585 mg 
Menge des NaCl im untersuchten Blut- 
untersuchten quantum) 
Blutes — 


Die Zahlen der dritten 
Spalte entsprechen Dritte 

: dem Verlust an NaCl Extraktion 

3 Nach der in Bruchteilen von 

Nach der ersten gweiten Gramm auf 100 cem Blut 
24stiindigen Mstiindigen | 
Extraktion ‘Extraktion | 





| 


0,064 ( ones 0:50) Resultatlos 
0,058 (= 0,089 -0,585) 

0,069 (= 0,089 0,585) . 

0,079 (- Pp Nicht ausgefihrt 
0,069 (= 0089 - 0,585) 

0,059 (- 0,059 - 0,585) 

004 | 0,054. 0,585) 


Durchschnittlich 0,0895 
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Die erhaltenen Resultate brachten uns auf den Gedanken, mikro- 
chemische, qualitative Analysen auf Natrium in den Papierstreifen, 
die schon einmal der Extraktion nach Bang unterworfen wurden, aus- 
zufiihren. Dabei benutzten wir die Reaktion mit essigsaurem Urany] 
[Behrens und Kley (3)}. 

Wir gingen dabei von der Voraussetzung aus, daB das Natrium im 
Blute gréBtenteils in Chlorverbindungen vorhanden sei und daB man 
seine tibrigen méglichen Verbindungen [Zondek (4)], ihrer verhaltnis- 
maBig geringen Quantitat wegen, schon nach der ersten Extraktion 
als ginzlich oder im bedeutenden MaBe extrahiert ansehen kénne. 

Die Reaktion wurde folgendermaBen ausgefiihrt: Einige schon einma! 
extrahierte Papierstreifen von Bang mit geronnenem Blute (drei bis zehn 
Stiick) wurden klein zerschnitten und einer zweiten 24stiindigen Extraktion 
unterworfen. Ein Teil des Alkoholextrakts wurde auf das Objektglas ge- 
bracht und hier verdampft; zum trockenen Riickstand fiigte man einen 
Tropfen Uranylacetatlésung hinzu (Firma Merck, Reinheit garantiert). 
Diese Uranylacetatlésung wurde nach Behrens-Kley hergestellt, wozu man 
4g Uranylacetat in Anwesenheit von vier Tropfen Eisessig unter Er- 
warmen in 100 ccm destillierten Wassers aufléste. Im Gesichtsfeld des 
Mikroskops konnte man das Auftreten einer groBen Menge charakteristischer 
Tetraeder von Natrium-Uranylacetat sehen, NaC,H,O, . UO,(C,H,0O,)s. 
Kontrollexperimente ohne Natrium enthaltende Fliissigkeit gaben am selben 
Glas keine Kristalle. Die Analysen des Alkoholextrakts wurden auch 
auf Jenaer Glas und Quarz wiederholt, wobei in allen Fallen ebenfalls Tetra- 
eder von Natrium-Uranylacetat erhalten wurden. 

Alle angefiihrten Analysen wiesen auf die Notwendigkeit hin, 
die Anwendung von Bangs Papier bei Blutanalysen auf Chlorverbin- 
dungen zu vermeiden. Zur endgiiltigen Feststellung dieses Befundes 
wurden folgende Experimente angestellt : 

0,1 bis 0,05 ccm Blut wurden aus der Mikropipette in 5ccm 92 %igen 
Alkohols in ein Zentrifugenprobierglas ausgeblasen und einer 24stiindigen 
Extraktion unterworfen!. 

Am nachsten Tage wurde auf einer elektrischen Zentrifuge im Laufe 
von 5 Minuten bei 3500 bis 4000 Drehungen pro Minute der Inhalt des 
Probierglases bis zu vollstandiger Klarung der Fliissigkeit zentrifugiert. 
Danach wurde mittels einer speziellen Kapillarpipette? der Alkoholextrakt 


1 Bei Blutanalysen von Menschen ist das Durchspiilen der Mikro- 
pipette nacheinander mit 0,1, 0,1, 0,05 cem Wasser, das in 96 %igen Alkohol 
ausgeblasen wird, der in diesem Falle statt des 92°%,igen gebraucht wird 
mdéglich. 

2 Der Gebrauch der Kapillarpipette ist bedeutend bequemer als der 
des allgemein verbreiteten Apparats zur Entfernung, der Fliissigkeiten 
vom Niederschlag. Die Kapillarpipette, die wir im hiesigen Laboratorium 
bei verschiedenen Analysen benutzen, wird aus einem Glasrohr von 8 mm 
aiuBerem Durchmesser hergestellt. Das untere Ende des Réhrchens wird 
zu einer Kapillare ausgezogen, die unten abgerundet ist, und deren Offnung 
nach der Seite und etwas nach oben gerichtet ist. Auf das obere, etwas 
abgezogene Ende des Pipettenrohres wird ein Gummirohr aufgesetzt. Raum- 
inhalt der Pipette etwa 3 ccm. 
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abgesaugt und zum Titrieren in ein kleines Glaschen (3 x 9 cm) tibertragen. 
In das Zentrifugenprobierglas goB man 3ccm 92%igen Alkohol zu, der 
Niederschlag wurde mittels eines Kapillarstaébchens aufgewirbelt und 
3 Minuten lang zentrifugiert?. 

Zum Titrieren nach Bang wurde eine n/100 Lésung von AgNO, 
angewandt, nachdem zur betreffenden Fliissigkeit zwei Tropfen einer 
7%igen Lésung von K,CrO, beigegeben worden waren. 
Das Titrieren wurde bis zum Erscheinen einer bréun- 
lichen Farbung in der Fliissigkeit ausgefiihrt. Von dem 
erhaltenen Wert wurde die Zahl der Kubikzentimeter, 
die auf das Titrieren der gleichen Menge von reinem 
Alkohol verwendet wurde, abgezogen (gewéhnlich wurden 
zu dieser Titration 0,06 bis 0,07 ccm verwendet). 

Parallel wurden Experimente nach Bang angestellt. 

In Tabelle IL werden die Resultate der nach 
diesen beiden Arten ausgefiihrten Analysen angefihrt ; 
aus diesen Zahlen ist ersichtlich, daB das Extrahieren 
von NaCl aus frei in Alkohol gebildeten Gerinnseln 
eine gréBere Menge von Kochsalz ergibt. Diese Ergeb- 
nisse werden durch die in der Tabelle I angefiihrten Abe 1. 
Daten bestatigt. 

Weitere Analysen haben gezeigt, daB das Ausschalten der Entnahme 
des Blutes auf Bangs Papier aus der Methode, die zum Extrahieren 
des NaCl aus den Blutgerinnseln notwendige Zeit zu verkiirzén erlaubt. 
Dies wird durch Aufwirbeln des Niederschlags mittels eines Glas- 
stabchens erreicht; in diesem Falle ist eine vollstandige Extraktion 
des Kochsalzes in 7 Minuten méglich (man wirbelt ununterbrochen 
auf). Die Zeit der vollen Extraktion kann bis auf 3 Minuten verringert 
werden, wenn man mit einer Riiirvorrichtung, die durch die Wasser- 
turbine von Rabe in schnelle Bewegung gesetzt wird, mischt. 








In Tabelle III fiihren wir Experimente an, die uns die Méglich- 
keit, die Extraktionszeit von 24 Stunden bis auf 3 Minuten herab- 
zusetzen, erwiesen. . 


AuBer den oben angefiihrten Analysen wurden einige parallele 
Analysen auf Chlorverbindungen im Vollblut und Serum ausgefiihrt. 
Die fiir den Gehalt an Chlorverbindungen im Vollblut erhaltenen Zahlen 
sind etwa um ein Drittel kleiner als solche bei der Serumanalyse 
(Tabelle IV), was dem Kochsalzgehalt des Blutrestes, der nach Ab- 
rechnung des Volumens der roten Blutkérperchen bleibt, entspricht. 
Letztere enthalten beim gesunden Menschen nach den Angaben der 
Literatur (5) entweder gar kein NaCl oder blo& Spuren, die die Beob- 


1 Bei den ersten Analysen wurde diese Spiilung einige Male vorge- 
nommen. Die folgenden Experimente stellten jedoch fest, daB eine ein- 
malige Spiilung vollstandig geniigt. 
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Tabelle II. 











1 2 3 4 5 6 
Verbraucht n/100 Ag N O3- Entsprechender Kochsalz- # 
Lisung beim Titrieren gehalt in 100 cem Blut 
Menge in cem in Grammen 
des unter- PPAR ate SOS, Oe . Uberschufi 
= Nach freiem Nach freiem 

‘ Nach Bang ve Nach Bang — 
ccm in Alkohol in Alkohol £g 
0,1 0,793 0,872 | 0,464 0,510 0,046 
0,1 0,739 0,832 =| 0,432 0487 0,055 
0,1 0,744 0,867 i 0,435 0,507 0,072 
0,1 0,744 0,867 =| 0,435 0,507 0,072 
0,1 0,714 0,788 || 0,418 0,461 0,043 
0,1 0,734 0,837 0,429 0,490 0,061 
0,1 0,749 0,818 0,438 0,478 0,040 

Tabelle III. 
1 2 3 4 5 6 


Extrahieren bei Aufwirbeln 
mittels eines Glasstibchens 


Extrahieren beim Mischen 
mittels einer Riihrvorrichtung 
mit Wasserturbine 








Extraktions- 
dauer 
24 Std 
a 
8 , 
2 » 
a 
i + 
1 ” 
as 
a ve 
45 Min. 
Oe 
24 Std 
ee 
45 Min. 
os 
30, 
0. 
30 , 
oO . 
aw -« 
es 
24 Std. 
7 Min. 
7» 
7 


——____— Menge —_—___—— ————_____—_—_ Menge 
Menge der des ge- Menge der des ge- 
beim Titrieren nommenen beim Titrieren nommenen 
verbrauchten Blutes || Extraktions- verbrauchten Blutes 
n/100 Liésung i dauer n/100 Liésung 
von AgNO, | von AgNO; 
ecm cem I ecm ecm 
0,857 6,1 5 Min. 0,424 0,05 
0,867 0,1 os 0,414 0,05 
0,832 0,1 ae 0,424 0,05 
0,852 0,1 .. 0,433 0,05 
0,862 0,1 5 , 0,886 0,1 
0,867 0,1 ee 0,453 0,05 
0,857 0,1 3. 0,428 0,05 
0,867 0,1 = 0,433 0,05 
0,837 0,1 i. 0,443 0,05 
0,852 0,1 Sis 0,443 0,05 
0,867 0,1 
0,862 0,1 
0,867 0,1 
0,877 0,1 
0,433 0,05 
0,414 0,05 
0,448 0,05 
0,433 0,05 
0,424 0,05 
0,886 0,1 
0,458 0,05 
0,483 0,05 
0,453 0,05 
0,458 0,05 
0,443 0,05 
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achtungsfehler nicht tbertreffen. Infolgedessen muB man, um iibe: 
die Kochsalzkonzentration, in der sich die lebenden Blutelemente be 
finden, zu urteilen, die bei der Analyse des Vollbluts gewonnenen 
Zahlen umrechnen oder unmittelbar das Serum analysieren. 


Allgemeiner Verlauf der Analyse. 


Das Blut wird durch einen Stich in den Finger oder in das Ohrlappchen 
in einer Menge von 0,05 cem (es kann auch 0,1 cem sein) entnommen, dann 
wird es in 92% igen Alkohol (5ccm), welcher vorher in das Zentrifugen- 
probierglas eingegossen wurde, ausgeblasen; das ausgefallene Fibrin- 
gerinnsel wird mittels eines Kapillarstabchens im Laufe von 7 Minuten 
zerschlagen und aufgewirbelt bzw. es wird in einer glaésernen Kapillar- 
rihrvorrichtung mittels einer Wasserturbine im Laufe von 3 Minuten 
gemischt. 

Der Inhalt des Probierglases wird in einer elektrischen Zentrifuge 
bis zur vollen Aufhellung 5 Minuten lang zentrifugiert; die zentrifugierte 
Fliissigkeit wird durch eine Kapillarpipette abgesaugt und in ein Glischen 
zur Titration tibertragen. 

Zum Rest werden 3ccm Alkohol zugegossen, der Niederschlag wird 
aufgewirbelt und wieder 3 Minuten lang zentrifugiert. 

Die Fliissigkeit wird wieder mit der Kapillarpipette abpipettiert und 
zur ersten Portion in Titrierglaschen beigefiigt. 

In das Glaschen werden zwei Tropfen einer 7 %igen Lésung von chrom- 
saurem Kalium beigegeben und die Lésung mittels einer Mikrobiirette mit 
n/100 Silberlésung bis zur Entstehung einer braéunlichen Farbung titriert. 

Von dem erhaltenen Wert wird das fiir die Titration der gleichen 
Menge reinen Alkohols verbrauchte Ag N O, abgezogen. 

Nach Multiplizierung der Differenz mit 0,585 wird in Milligramm die 
Menge des Kochsalzes des zur Analyse genommenen Blutes ermittelt. 


Die Genauigkeit der Analyse wurde mittels der Bestimmung des 
Chlors in 0,1 und 0,05 cem einer 0,5 °%,igen Lésung von NaCl gepriift 








(siehe Tabelle V). ‘ 
Tabelle V. 
1 a 2 3 4 : 5 
- ; . Lie aang . aaa 
I des : ter Ge- irmittelt dure : 
Kochesincs | beltan NaCl | Anslyss Difierens 
in 100 ecm Sen Se 
cem g ai) g %"l 
0,1 0,5 | 9.5013 + 0,0013 + 0,26 
0,1 0,5 0,4956 — 0,0440 — 0,88 
0,05 0,5 0,5013 + 0,0013 + 0,26 
Zusammenfassung. 


1. Die Extraktion von NaCl aus dem Blute, das auf Papierstreifen 
nach Bang entnommen wurde, fiihrt nicht zur voélligen Ermittlung 
des NaCl-Gehalts, auch nicht nach 24stiindiger Extraktion. 
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liber 2. Durch wiederholtes Extrahieren erhielt man durchschnittlich 
ie be noch 0,0395 g NaCl auf 100ccm Blut, was 11°, der bei der ersten 
nenen Extraktion erhaltenen Menge ausmacht (Tabelle I). Die Extraktion 


kann jedoch auch dann nicht als vollstaéndig angesehen werden. 
3. Die mikrochemische Reaktion auf Natrium, mittels Uranyl- 
acetat ausgefiihrt, zeigte, daB nach der ersten Extraktion im Blut- 


pehen gerinnsel auf Bangs Papier noch nicht extrahierte Natriumverbindungen 

dann bleiben. 

_— 4. Die hier vorgeschlagene Modifikation der Methode Mohr- Bang | 
1prin - 


= gestattet, die Blutentnahme auf Bangs Papierstreifen fortzulassen, und 
pillar- gibt die Méglichkeit, 0,040 bis 0,072 g mehr Kochsalz in 100 cem 
nuten (bzw. 9,0 bis 16,6°,, NCl) Vollblut zu bekommen (s. Tabelle II). 


5. Die zum Extrahieren notwendige Zeit ist im Vergleich zu Bangs 


rifuge Methode bedeutend verkiirzt, von 5 bis 24 Stunden bis auf 7 und 
oa 3 Minuten (s. Tabelle III). 
schen 
f Literatur. 
— 1) Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, 8.7 bis 9. Miinchen 
1922. — 2) Pincussen, Mikromethodik, 8. 48 bis 50 (russische Ubersetzung). 
+ om Berlin. — 3) Behrens und Kley, Mikrochemische Analyse, I. Teil, 8. 31, 

1921; Molisch, Mikrochemie der Pflanze, S. 64. Jena 1923. — 4) S.G. 
hrom- Zondek, Die Elektrolyte, 8. 71. Berlin 1927. — 5) Falta und Richter-Quittner, | 
e mit diese Zeitschr. 100, 148, 1919; 114, 145, 310, 1921; Muresanu, ebendaselbst } 
mens. 124, 112, 1921. ! 
‘ichen | 
m die 
It. | 
g des ' ! 
prift t 

| 
| 
6 
8 
! 
eifen 


tlung 





Jodzahl und Lumineszenzstirke der Girungsessige sowie deren 
Gehalt an Mikrobenwuchsstoffen. 


Von 
Alexander Janke und Hans Lacroix. 


(Aus dem Institut fiir Technische Biochemie und Mikrobiologie an der 
Technischen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 30. September 1929.) 


I. Die Jodzahl der Girungsessige. 

Schon seit geraumer Zeit ist eine fiir den Garungsessig charakteristische 
Reaktion bekannt, die sogenannte Parowsche Reaktion, die auf dem Aus- 
fallen eines Niederschlags mit Jodlésung in schwefelsaurer Lésung bei 
Kiihlung beruht. Da diese Ausfallung mit einem Jodverbrauch verbunden 
ist, hat U. Pratolongo (1) versucht, die GréBe des letzteren fiir Zwecke 
der Unterscheidung des Géarungsessigs vom Essenzessig zu verwenden, 
jedoch konnten mit der durch diesen Forscher empfohlenen Arbeitsweise 
keine zuverlassigen Resultate erhalten werden (2) (3). Verfasser (3) hat 
daher die Bedingungen der Einwirkung von Jodlésung auf Essige niher 
untersucht und auf Grund der so gewonnenen Erfahrungen eine Methode 
fiir die Bestimmung der Jodzahl angegeben. Unter dieser sind die Milli- 
gramme Jod zu verstehen, die von der 10 g Essigséure enthaltenden Menge 
der Essigprobe gebunden werden. Die Untersuchung ergab zunichst, dal 
die im Essig in variabler Menge vorhandenen fliichtigen Substanzen, wie 
Carbonylverbindungen und Ester, starke Schwankungen der Jodzahl be- 
wirken, weshalb zur Ermittlung der letzteren der nach Entfernung der 
fliichtigen Stoffe verbleibende Destillationsrest zu verwenden ist. 

Anfanglich wurde die Bestimmung der Jodzahl bei Zimmertemperatur 
ausgefiihrt, und zwar war die Arbeitsweise die folgende: 10 ccm des von 
den fliichtigen Substanzen befreiten Essigs wurden in einer Flasche mit 
eingeriebenem Glasstépsel mit 40 ccm n/100 Jodlésung versetzt und dann 
so viel2n Natronlauge hinzugefiigt, daB die zur Neutralisation ndétige 
Menge, die man in einer Parallelprobe ermittelt hatte, um 2,5 ccm iiber- 
schritten war. Nach halbstiindigem Stehen unter Vermeidung direkten 
Sonnenlichts erfolgte der Zusatz der zur Neutralisation benétigten Menge 
2n HCl, zuziiglich eines Uberschusses von 5 ccm, woran sich wieder eine 
Wartezeit von 30 Minuten schloB. Hierauf wurde das iiberschiissige freie 
Jod mit n/100 Thiosulfatlésung. bei Verwendung von Starkelésung als 
Indikator zuriicktitriert. Zur Untersuchung kamen 40 Proben von 
Garungs-Spritessigen und zwei Proben von Essenzessigen. Es zeigte sich, 
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iaB zwischen den Jodzahlen von Natur- und Kunstessigen ganz bedeutende 
Unterschiede bestehen, und zwar betrug die niedrigste Jodzahl der Gairungs- 
essige noch das 28fache der Jodzahl der Essenzessige. Aber auch die Jod- 
zahlen der Garungsessige untereinander zeigten starke Abweichungen, und 
zwar lagen ihre Werte zwischen 28 und 183. 

Spatere genauere Untersuchungen betreffend den EinfluB der Tem- 
peratur auf die Jodzahl fiihrten zu einer abgeinderten Bestimmungs- 
methodik bei 40°, wobei sich ungefahr 1,8mal so hohe Werte als bei Zimmer- 
temperatur ergaben, weshalb als untere Grenze fiir Gdrungsessige eine Jodzahl 
von 50 (= 28. 1,8) angegeben wurde. 

Die damals empfohlene abgeanderte Arbeitsweise ist auch bei den 
weiteren Versuchen beibehalten worden, nur wurde die 2n HCl durch 
2n H,SO, ersetzt, so daB sich die Durchfiihrung der Methode jetzt 
in nachstehender Weise gestaltet. 


Die Essigprobe wird zunichst von den fliichtigen Substanzen 
befreit, und zwar durch Eindampfen auf dem Wasserbad bis auf un- 
gefahr ein Viertel des Volumens, worauf man mit destilliertem Wasser 
wieder auf das Ausgangsvolumen auffillt und gut durchmischt. Hierauf 
bringt man 10 ccm in eine 100-ccm-Flasche mit gut eingeriebenem 
Stépsel, setzt 40 cem n/100 Jodlésung sowie um 8 ccm 2 n Natronlauge 
mehr hinzu, als die — in einer Parallelprobe ermittelte — zur Neutralisa- 
tion benétigte Menge betragt und stellt in den auf 40° gehaltenen 
Wasserthermostaten. Nach Verlauf von 2 Stunden setzt man zum 
gut abgekihlten Flascheninhalt 2n H,SO, hinzu, und zwar um 4 ccm 
mehr als der Gesamtverbrauch an 2 n Natronlauge betragen hat. Nach 
einer Wartezeit von ungefahr 8 Minuten titriert man den JodiiberschuB 
mit n/100 Natriumthiosulfatlésung zuriick und ermittelt so die Anzahl 
Kubikzentimeter n/100 Jodlésung, die gebunden wurden. Das Wirkungs- 
verhiltnis zwischen der Jodlésung und der Thiosulfatlésung wird in 
einer Blindprobe, die keinen Zusatz von Essig erhalten hatte, sonst 
aber in genau der gleichen Weise wie die Probe selbst behandelt wurde, 
festgestellt. Durch Umrechnung der von 10 cem der Probe verbrauchten 
Kubikzentimeter n/100 Jodlésung auf 10g Essigsiture und Angabe 
in Milligramm Jod erhalt man die Jodzahl. Sollte mehr als ein Drittel 
der verwendeten Menge an Jodlésung gebunden worden sein, so wieder- 
holt man die Bestimmung mit einem entsprechend gréBeren Quantum 
an letzterer, da erfahrungsgema8 ein JodiiberschuB im MindestausmaB 
des Doppelten der gebundenen Menge angewendet werden mub, um 
innerhalb der angegebenen Zeit bei 40° Maximalwerte zu erhalten. 


Die Ausfiihrung der Jodzahlbestimmung mu8 mit jener Sorgfalt 
erfolgen, die das jodometrische Arbeiten mit n/100 Lésungen tiberhaupt 
erfordert. So ist vor allem darauf zu achten, daB die verwendeten 
Lésungen keine oxydierenden Substanzen enthalten, deren Gegenwart 
sich an einer Gelbfarbung nach Zusatz von KJ und Ansaduerung mit 
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H,S0O, beim Stehen im Dunkeln zu erkennen gibt. Es sollen daher 
nur chemisch reine Reagenzien (méglichst pro analysi) benutzt werden 
und auch doppelt destilliertes Wasser Verwendung finden; besondere 
Beachtung ist diesbeziiglich der 2 n Lauge zu schenken. Da sich jedoch 
selbst bei Anwendung dieser VorsichtsmaBregeln Jodausscheidung 
durch Spuren oxydierend wirkender Substanzen nicht ganz vermeiden 
1aBt, empfiehlt es sich — wie oben bereits angefiihrt —, zugleich mit 
der Probe einen Blindversuch mit 40 ccm Jodlésung und 8ccm 2n 
Natronlauge durchzufiihren, um so das Wirkungsverhaltnis zwischen 
der n/100 Jodlésung und der n/100 Thiosulfatlésung unter den Be- 
dingungen der Jodzahlbestimmung festzustellen. Zur Bereitung der 
Thiosulfatlésung wird zweckmaBig von Sauerstoff und Kohlensaure 
durch Auskochen befreites Wasser verwendet und nach Kolthoff durch 
Zusatz von 0,2 g Natriumcarbonat pro Liter Zersetzung verhindert 
Die Titerfliissigkeiten sind im Dunkeln aufzubewahren. 


Nachdem durch die erste Arbeit iiber die Jodzahl deren Brauchbar- 
keit fiir die Unterscheidung der Essige prinzipiell erwiesen war, handelte 
es sich noch darum, festzustellen, ob mit der Lagerung des Essigs eine 
Anderung der Jodzahl eintritt. Zu diesem Zwecke wurden die seinerzeit 
gepriiften Essigproben, die in verschlossenen Glasflaschen aufbewahrt 
worden waren, einer neuerlichen Untersuchung unterzogen; da die 
damaligen Jodzahlbestimmungen gréBtenteils nur bei Zimmertemperatur 
zur Durchfiihrung gekommen waren, muBte neben der neuen Methode 
(bei 40°) auch die alte (bei Zimmertemperatur) ausgefiihrt werden. Die 
Ergebnisse waren die nachfolgenden: 





Jodzahi bei Jodzahl bei 40° 





Probe | a gen Zimmertemperatur : - 
Nr. g IV. 1927 | XII. 1927 || IV. 1927 | XII. 1927 III. 1928 | XI. 1928 
: i es ene WE ene eee = 

2 11,9 154 150 277 277 

64 2 130 147 234 248 246 

18 } 11,5 106 100 191 171 184 176 
19 10,4 105 99 189 200 205 

2 | 11 86 85 155 159 163 

29 10,1 74 — 133 —_ 132 142 
33 12 69 70 124 116 115 


* Die Werte dieser Kolonne wurden nicht experimentell ermittelt, vielmehr aus den be 
Zimmertemperatur erhaltenen Jodzahlen durch Multiplikation mit 1,8 errechnet. 


Wie aus dieser Tabelle hervorgeht, beliefen sich die Unterschiede 
innerhalb der bis auf 19 Monate ausgedehnten Lagerung im allgemeinen 
auf 4 bis 8°, der Jodzahl; nur in zwei Fallen wurde eine Abweichung 
von iiber 10°, festgestellt. Fiir die Unterscheidung reiner Garungs- 
essige von Essenzessigen spielt demnach die wahrend der Lagerung 
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eintretende Anderung der Jodzahl keine Rolle und fiir die Erkennung 
von Gemischen beider nur dann, wenn es sich um die Verfalschung von 
Garungsessig mit relativ geringen Mengen von Essenzessig handelt, 
was praktisch ohne Bedeutung ist. 


Il. Die Lumineszenzwerte der Girungsessige. 


Wiistenjeld und Kreipe (4) haben Starke und Farbton der im gefilterten 
ultravioletten Licht der Hanauer Analysenquarzlampe auftretenden 
Lumineszenzerscheinung zur Unterscheidung der Géarungsessige unter- 
einander und vom Kunstessig heranzuziehen versucht. Den Lumineszenz- 
farbton ermittelten die genannten Forscher durch Vergleich mit den Ostwald- 
schen Farbtafeln mittels des Hahnschen Chrometers, die Starke der 
Lumineszenzerscheinung durch Messung der Triibung mittels eines Halb- 
schatten-Nephelometers der Firma Schmidt und Haensch. Durch Mischen 
der Ablaufe von 414 Betrieben wurde ein Durchschnittsessig (Standardessig) 
hergestellt, der als Bezugsnorm fiir die nephelometrische Untersuchung 
diente. Von den untersuchten Proben lieferten 80% eine gleich hohe oder 
starkere Lumineszenz als der Standardessig, wahrend 20% schwicher 
leuchteten; der Unterschied zwischen den extremen Werten war derart, 
daB der aktivste Essig ungefahr siebenmal so stark leuchtete als jener mit 
der geringsten Lumineszenz. Da sich auch bei den seinerzeitigen Jodzahl- 
bestimmungen (3) ungefaéhr das gleiche Spannungsverhaltnis ergeben hatte, 
war mit der Méglichkeit zu rechnen, da®8 die Lumineszenzerscheinung 
durch die gleiche Substanz bewirkt wird als die Jodbindung. 


Es wurden deshalb von uns entsprechende Untersuchungen durch- 
gefiihrt; die Jodzahlbestimmung erfolgte nach der oben geschilderten 
abgeainderten Methode bei 40°, die Ermittlung der Lumineszenzwerte 
aber mittels des Stufenphotometers von Pulfrich. Uber das Wesen 
dieses letzteren, von der Firma Carl Zeiss in Jena erzeugten Apparats 
wurde kiirzlich berichtet (5). Um dieses Instrument der photometrischen 
Untersuchung fluoreszierender Fliissigkeiten dienstbar zu machen, 
wird dasselbe in horizontaler Stellung derart aufgestellt, daB sich 
seine optische Achse ungefahr 2 cm tiber oder unter dem Brenner der 
Analysenlampe befindet und mit der riickwartigen, das Uviolfenster 
tragenden Wand der Lampe einen spitzen Winkel einschlieBt, so dab 
kein direktes Licht des Quecksilberbogens in das Photometer gelangen 
kann. Die in Quarzkiivetten von 1 oder 2 mm Tiefe befindlichen Proben 
werden auf einem geeigneten Trager zwischen das Uviolfenster und 
das Stufenphotometer gestellt. 


Da die Fluoreszenzstirke der Essige sehr gering ist, kann beim 
Vergleich kein Filter vorgeschaltet werden, weshalb wir als Bezugs- 
standard eine Fliissigkeit wahlen muBten, die in der gleichen Farbe 
wie die Essigproben fluoresziert. Eine solche Substanz ist das Chinin- 
sulfat, das wir in verdiinnter (n/10) Schwefelsdure gelést verwendeten. 
Um die Fluoreszenzstarke dieser ungefihr 10—’- bzw. 10—* n Chinin- 
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sulfat enthaltenden Vergleichslésung zu definieren, sei mitgeteilt, da() 
letztere, in der 2-mm-Kiivette gegen das dem Instrument beigegebene 
Uranglas unter Vorschaltung des Griinfilters L2 verglichen, eine 
Lichtintensitat von 0,4 °%, ergab. 

Die Resultate der Lumineszenzuntersuchung in der 2-mm-Kiivette 


finden sich in der folgenden Tabelle zusammengestellt, aus der auch 
die bei 40° bestimmten Jodzahlen abgelesen werden kénnen. AuBer 


einigen ésterreichischen Essigen priiften wir noch drei Proben, die wir 


von der Berliner Versuchsanstalt! erhalten hatten, unter denen sich 
auch der obengenannte Standardessig befand: 


D. St. = Deutscher Standardessig, d.i. ein Durchschnittsessig, der 
durch Mischung der Ablaufe von 414 deutschen Betrieben 
erhalten wurde; 


h.L. = hohe Lumineszenz, d. i. ein Essig, der in den Berliner Versuchen 
eine hohe Lumineszenzzahl ergeben hatte; 


n. L. = niedrige Lumineszenz, d. i. ein Essig, der in den Berliner Ver- 
suchen eine niedrige Lumineszenzzahl lieferte. 


Ferner untersuchten wir noch eine 30 Tage alte Kultur von Bact. 
ascendens auf einer alkoholhaltigon, mineralischen Nahrlésung (6) ; die 
Bestimmung der Jodzahl wurde zweimal vorgenommen, namlich mit 
dem durch ein Papierfilter (P) und mit dem durch ein Entkeimungs- 
filter (E) erhaltenen Filtrat. 





Essigsiure 


Probe in 100 ecm | Jodzahl bei 40° Lumineszenzwert 
g | | %"lo 
h. L. 10,75 122 76 
D. St. 10,8 462 43 
32 10,3 167 34 
38 10,3 110 27 
34 10,3 87 26 
18 11.5 176 25 
37 10,5 101 24 
33 12 115 24 
29 10,1 142 22 
n. L. 10 344 19 
Bact. asc. 48 | P: 208 
E: 182 | zentrif. (19) 
2n Essigsiure | 12 1 12 
Min. Nabridsung | — — | 10 
Dest H,0 aes — | < 10 


1 Dem Leiter der Versuchsanstalt der Essigfabrikanten im Institut 
fiir Girungsgewerbe in Berlin, Herrn Dr. H. Wiistenfeld, danken wir bestens 
fiir die giitige Uberlassung der Vergleichsproben. 
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Die einzelnen Essige sind in der Tabelle nach Lumineszenzwerten 
fallend geordnet. Zum Unterschied von den Jodzahlen, die auf 10g 
Essigsaure in 100 cem berechnet sind, beziehen sich die Lumineszenz- 
werte auf die originale Essigstirke; da diese aber bei den einzelnen 
Proben nicht stark differiert, geniigen die Angaben fiir einen orientie- 
renden Vergleich. Nur der Lumineszenzwert der Bakterienkultur kann 
zu jenen der Essige nicht ohne weiteres in Parallele gesetzt werden. 


In Ubereinstimmung mit den Berliner Feststellungen ergibt sich, 
daB die Garungsessigproben einen héheren Lumineszenzwert aufweisen 
als die verdiinnte Essigsaure, jedoch sind die Unterschiede der letzteren 
gegeniiber den am schwachsten fluoreszierenden Giarungsessigen bei 
weitem nicht so bedeutend, wie dies bei den Jodzahlen der Fall ist. 
Deshalb diirfte vor allem fiir die Erkennung von Gemischen die wesent- 
lich genauere Jodzahlbestimmung entschieden vorzuziehen sein, wenn 
auch die Lumineszenzanalyse rascher ausfiihrbar ist. Wie aus der 
Tabelle ferner hervorgeht, besteht zwischen den die Fluoreszenz be- 
wirkenden und den jodbindenden Substanzen keine eindeutige Be- 
ziehung, so hat die Probe Nr. 33 bei einer Jodzahl von 115 den recht 
niedrigen Lumineszenzwert von 24°, wahrend die Probe h. L. mit 
annahernd der gleichen Jodzahl (122) eine mehr als dreimal so starke 
Fluoreszenz aufweist (76°). Beachtenswert sind die hohen Jodzahlen 
der deutschen Proben n. L. und D. St.; vor allem jene des deutschen 
Standardessigs (D. St.) liegt héher als alle von uns je beobachteten 
Jodzahlen. Bei der Kultur des Bact. ascendens ist auffillig, daB das 
durch Papier gewonnene Filtrat eine héhere Jodzahl aufweist als das 
mittels des Entkeimungsfilters erhaltene, woran offenkar die stirkere 
Adsorptionskraft des letzteren schuldtragend ist. 


Ill. Mikrobenwuchsstoffe im Girungsessig. 


Wie wir (7) bereits frither zeigen konnten, enthilt der Girungsessig 
im Gegensatz zum Essenzessig Stoffe, die auf die Hefevermehrung 
stimulierend wirken. Den Nachweis fiihrten wir durch Bestimmung 
der Generationsdauer von Pankowhefe, und zwar einerseits unter 
Verwendung einer gezihiten Hefeaussaat, andererseits mittels Einzell- 
kulturen; das letztere Verfahren hat sich als das zuverlassigere erwiesen. 
Es handelte sich uns nunmehr darum, die Beeinflussung der Generations- 
dauer der Hefe durch Essige zu ermitteln, deren Jodzahlen und 
Lumineszenzwerte bekannt waren. Wir wahlten hierzu die uns von 
Berlin zugegangenen Proben, sowie die Kultur von Bact. ascendens 
auf Mineralnahrbéden. Da uns von den erstgenannten Mustern nur 
geringe Mengen zur Verfiigung standen, trieben wir das Eindampfen 
im Vakuum nur auf !/;, des Volumens, waihrend wir in der oben er- 
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wihnten Arbeit bis auf !/,5, gegangen waren; verwendet wurde 1 ccn 
Konzentrat auf 100 ccm mineralischer Hefenahrlésung (7). 





Essigsiure ‘ ; Generations- 

Probe in 100 eem Jodzahl Lumineszenz wert } dauer 

& %lg Std. 

h. L. 10,75 122 76 5,0 
D. St. 10,8 462 48 4,7 
n. L. 10 344 19 49 
Bact. asc. 48 = i zentrif. 19 s 
Kontrolle | — — | _ , iber 100 


Die Generationsdauer war demnach in allen Fallen annahernd 
die gleiche, ohne Riicksicht auf die Héhe der Jodzahl und des Lumines- 
zenzwertes. Sie stimmte auch ungefihr mit jener in den seiner- 
zeitigen Versuchen ermittelten tiberein, obwohl wir damals ein viermal 
so starkes Konzentrat verwendet hatten. Diese Feststellung laBt 
offenbar darauf schlieBen, daB selbst bei Verwendung von 1°), eines 
50fachen Konzentrats der Grenzwert fiir die beginnende Wachstums- 
férderung bereits stark tiberschritten ist, so daB die eventuell bestehenden 
Unterschiede im Gehalt der einzelnen Proben an Wuchsstoffen nicht 
in Erscheinung treten kénnen. Beim Bact. ascendens zeigt sich hier 
wieder so wie bei der Jodbindung am Entkeimungsfilter eine starkere 
Adsorption der wirksamen Stoffe als am Papierfilter. Die im Vergleich 
zur Kontrollprobe starke Abkiirzung der Generationsdauer lieBe dieses 
Verfahren fiir die Erkennung von Géarungsessigen bzw. von Essig- 
gemischen theoretisch wohl sehr geeignet erscheinen, fiir die praktische 
Analyse jedoch kommt dasselbe wegen seiner Umstiandlichkeit und 
der langen Versuchsdauer kaum in Betracht, weshalb wir die Angelegen- 
heit vorlaufig auch nicht weiter verfolgten. 


IV. Zusammenfassung. 


1. Die Gdrungsessige zeigen im gefilterten ultravioletten Licht der 
Analysenquarzlampe ein Fluoreszenzleuchten, dessen Starke sich mit 
dem Stufenphotometer leicht bestimmen la48t. Auf diesem Wege 
kann reiner Gdrungsessig vom Essenzessig unterschieden werden. Fiir 
die Erkennung von Gemischen beider ist jedoch die Bestimmung der 
Jodzahl wesentlich besser geeignet. 


2. Die Anderung der Jodzahl wihrend der Lagerung hilt sich in 
ziemlich engen Grenzen, so daB die praktische Verwendbarkeit dieser 
Methode hierdurch nicht beeintrachtigt wird. 


3. Die Starke des Fluoreszenzleuchtens geht dem Jodbindungs- 
vermégen keineswegs parallel, woraus zu schlieBen ist, daB diese beiden 
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Eigenschaften — zumindest zum Teil — durch verschiedene Stoffe 
bewirkt werden. 

4. Der Nachweis von Mikrobenwuchsstoffen mittels des Hefeeinzell- 
verfahrens gelang bei allen untersuchten Garungsessigen, und zwar 
bewirkten diese — unabhangig von ihrer Jodzahl und der Starke 
des Fluoreszenzleuchtens — bei der verwendeten Konzentration (14°, 
eines 50fachen Konzentrats) ungefahr die gleiche Generationsdauer 
der Hefe. Fiir Zwecke der analytischen Praxis ist diese Nachweis- 
methode jedoch zu umstandlich. 

5. Die durch Sauerung einer alkoholhaltigen Mineralsalzlésung 
mittels Reinzuchten von Bact. ascendens erhaltene Flissigkeit zeigte 
sowohl Jodbindung und Fluoreszenzleuchten als auch Férderung der 
Hefevermehrung. Hieraus geht hervor, daB die Substanzen, die diese 
Erscheinungen hervorrufen — so verschieden sie auch untereinander 


sein mégen —, alle Stoffwechselprodukte der Essigbakterien sind. 


Literatur. 
1) U. Pratolongo, Ann. di Chim. Applic. 15, 72 bis 87, 1925; Die deutsche 
Essigindustrie 29, 459 bis 460, 1925. 2) H. Wiistenfeld, Die deutsche 


Essigindustrie 81, 11, 1927. — 3) A. Janke und F’. Popberger, ebendaselbst 31, 
257, 265, 1927. — 4) H. Wiistenfeld und H. Kreipe, ebendaselbst 82, 345 bis 
347, 1928; vgl. auch G. Reif, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 57, 269 
bis 276, 1929. — 5) A.Janke unter Mitwirkung von St. Kropacsy, diese 
Zeitschr. 218, 154, 1929. — 6) A. Janke, Zentralbl. f. Bakt. Il, 45, 7, 1916. — 
7) A. Janke und H. Lacroix, diese Zeitschr. 190, 67 bis 74, 1927. 








Die Bestimmung von Cholesterin nach der Digitoninmethode, 
besonders in Hiihnereiern und Hiihnchen. 


Von 
H. Dam. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1929.) 


Hess Thayssen', J. H. Miiller? und andere geben an, daB die 
Menge freien Cholesterins in einem fetthaltigen (nicht verseiften) 
Organextrakt geringer ist, wenn der Extrakt bei 100° getrocknet ist, 
als wenn das Trocknen bei Zimmertemperatur oder bei einigen 50° 
vorgenommen ist. Fex* konnte dagegen nicht dieses Verhalten fest- 
stellen. 


Um diese Frage zu entscheiden, priifte ich, wie die Digitonin- 
fallung ausyiel, wenn Cholesterin vor dem Fallen, zusammen mit ver- 
schiedenen anderen Lipoiden bei 109 bzw. 50° angewarmt wurde. Der 
von Thayssen besprochene Effekt muB, sofern dieser existiert, in diesem 
Falle vermutlich besonders stark hervortreten bei 109°*. Das Ver- 
haltnis zwischen Cholesterin und dem Gesamtlipoid in den Versuchen 
war ungefihr wie in einem Atherextrakt von Eidotter, der vor der 
Extraktion mit 2°, Natron nach Fex behandelt war. 


Die Resultate sind aus folgender Tabelle zu ersehen. 


1 Cholesterinets og Cholesterinaethernes fysiologiske Kemi, Disser- 
tation Kopenhagen 1913. 

2 Journ. of biol. Chem. 21, 23, 1915. 

8 Diese Zeitschr. 104, 82, 1920. 

* Es wurde ein Vakuumtrockenschrank, welcher zur Erhitzung mit 
Dampf von etwa % Atm. bzw. mit Wasser von 50° eingerichtet war, an- 
gewandt. 
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Erhitzungs- Gefundenes 


Substanz oc zeit Cholesterin | Verlust 
Std. mg %Jo 
20mg Cholesterin . . 109 4 | 198 1,0 
25 mg Cholesterin + 314,7 mg synthe- 
tisches Triolein . . , 109 3,66 23,60 5,6 
25 mg Cholesterin + 217 mg ‘Olsaure . 109 3,2 22,0 12,0 
25 mg Cholesterin + 202,4mg Palmitin- 
eae A a ae 109 8 21,9 12,4 
302,8 mg Atherextrakt von Kidotter, 
nach der Methode von Fex gewonnen 109 2.5 18,23 16.4 
302,8 mg desselben Extraktes .... 50 5 | 21,81 ’ 
Alkoholatherextrakt von Eidotter, zwei 
abgemessene Teile, mit Hilfe von 
10de, Gottliebs Zylinder herausgenommen: 
47,2 ccm getrocknet bei. . . | 50 12 16,95 0 
47.4 ccm getrocknet im Luftstrom 20 16,97 


Der von Thayssen besprochene Effekt ist also zweifellos vorhanden. 


In dieser Zeitschr. 194, 177, 1928, hatte ich mitgeteilt, daB man 
bei langwierigem Erhitzen mit Natriumalkoholat einen Verlust von 
Cholesterin feststellen kann. Da die Behandlung mit Natriumalkoholat 

i i wie gewohnlich ohne AusschluB der Luft vorgenommen wurde und die 
ften) verseiften Extrakte bei 100° getrocknet wurden, konnte man annehmen, 
b ist, daB der Cholesterinverlust auf die Anwesenheit von Luft zuriick- 
1 50° zufiihren ist, méglicherweise dadurch, daB die von Natriumalkoholat 
gebildeten harzartigen Stoffe sich, teilweise wahrend des Trocknens 





fest- 
bei 100°, mit dem Cholesterin verbinden. 
onin- cm Sehr . . : , Trocknen des | 
‘ Natriam- Verseift versei 
ver- — “AL Soalnten Extraktes Gefunden , i | 
Der koholat Wasserbad (oder Bruchteil ae | 
davon) 
iesem mg ecm Std. Temp. °C} Std. mg. ai 
Ver- T 
wien 3+2+5 
. om : — 50 1 10.19.54! 2.5 
. der Luftanwesenheit . 200,3 ae 108 4 10.1908) 48 
3 Tage 
: 50 1 10.19,70 1,2 
Luftanwesenheit . 199.4 32 10 109 | 8 (10.1940 27 
Luftanwesenheit . 20,1 50 9 50 19,12 49 
— Ausschlu$ der Luft 19,8 50 ) 50 19,62 0,9 
Luftanwesenheit . 20,1 50 8,5 50 19,53 2,8 | 
Ausschlu8 der Luft 19,3 50 | 9 50 | 19,40 _—0,5 
Zuleitung von O, . 250,0 40 | 564+6 100 10.22.98; 81 
y mit 4 
ah. Im voraus 1,5 ccm 
P reiner Acetalde- 
hyd zugesetzt . 62,5 10 8 100 | 5.100 | 20 
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Aus diesem Anla8 wurden einige Verseifungsversuche vorgenommen, 
teils auf die gewéhnliche Weise, teils unter AusschluB der Luft, indem 
Kolben mit zugeschliffenem RiickfluBkiihler und Quecksilberverschlu8 
angewandt wurden. Die Luft wurde durch Wasserstoffentwicklung 
aus dem Kolben herausgetrieben, indem zu dem in absolutem Alkoho! 
gelésten Cholesterin Natrium zugesetzt wurde; darauf wurde der 
Kolbeninhalt unter geringem Uberdruck, mit Hilfe von sauerstoff- 
freiem Stickstoff, gehalten. 


Die Resultate gehen aus vorstehender Tabelle hervor. 


Die Zahlen in der Tabelle deuten darauf hin, daB der Verlust am 
geringsten ist, wenn bei 50° getrocknet wird und wenn die Luft wahrend 
des Verseifungsprozesses ausgeschlossen wird. Da8B man auf diese 
Weise nur einen ganz geringen Verlust hat, geht ferner aus der An- 
wendung dieser Methode auf Hiihnchen und Eier, wie weiter unten 
besprochen, hervor. 


Bestimmung von Cholesterin in Hiihnereiern 
und Hiihnchen. 


Bei der von mir in dieser Zeitschr. 194, 188, 1928 ver- 
éffentlichten Arbeit war das Protein im Ei und im Hihner- 
embryo mit 15°%iger Kalilauge vor dem Ausschiitteln mit Ather 
hydrolysiert worden. Als ich spater versuchte, das vom Eiweif 
getrennte (nicht gekochte) Eidotter mit 60°,igem Kaliumhydroxyd 
ein paar Stunden auf dem Wasserbad zu behandeln, zeigte sich, 
daB die Ester vollkommen gespalten waren, so daB das Filtrat 
des Digitoninniederschlags nach dem Eindampfen und dem _ Aus- 
ziehen mit Ather bei der Liebermann-Burchard-Reaktion eine gelbe 
Farbe gab. 


Bei der Anwendung der Methode auf Hiihnerembryonen wurde 
gleichfalls, wie meistens, der ganze Cholesterinester nach 2 bis 3 Stunden 
Verlauf gespalten. 


In der hiernach folgenden Abhandlung iiber den Cholesterin- 
stoffwechsel in Hiihnereiern und Hiihnchen sind alle Bestimmungen 
von Totalcholesterin im Ei auf diese Weise ausgefiihrt. In jedem 
Einzelfalle wurde jedoch festgestellt, daB die Liebermann- Burchard- 
Reaktion nach dem Fallen des freien Cholesterins negativ ausfiel. 
In bezug auf Hiihnerembryonen und Hiihnchen ist die Methode in 
den Fallen angewandt worden, wo es nicht gleichzeitig darauf ankam, 
die Esterrelation zu bestimmen. Gelegentlich wurde die Methode 
verglichen mit der mit Natriumalkoholat unter Luftausschlu8 vor- 
genommenen Verseifung und darauffolgender Trocknung des ver- 
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seiften Extrakts unterhalb 50°. In den beiden Fallen, wo die Ester- 
relation im Hiihnerembryo bestimmt wurde, war Fexs Methode mit der 
besprochenen VorsichtsmaBregel beim Verseifen und Trocknen an- 
gewandt worden. Die sechs Bestimmungen der Esterrelation im Ei 
wurden, um Zeit zu sparen, so ausgefiihrt, daB das freie Cholesterin 
in einem bekannten Bruchteil und das Totalcholesterin in einem 
anderen Bruchteil bestimmt wurden. Die Teilung des Dotters 
wurde wie folgt vorgenommen: Abtrennen des EiweiBes (ohne 
vorhergehendes Kochen), Abschneiden der Chalazae, so nah wie 
méglich, ohne da der Dotter ausflieBt, Zerreiben des Dotters 
(oder mehrerer Dotter) mit dem Spatel in einem tarierten Glas 
und Wagen. Die homogene Dottermasse wird durch ein Sieb von 
Imm Maschenweite gerieben. Hiervon wigt man eine Menge von 
1 bis 2g ab. Auf dem Sieb bleiben einzelne Faden zuriick, deren 
Gewicht jedoch im Verhaltnis zur gesamten Dottermasse sehr ver- 
schwindend ist, aber méglicherweise nicht im Verhiltnis zu dem 
abgewogenen Bruchteil. 


Die Behandlung mit 60°%,igem Kaliumhydroxyd (etwa 3 ccm pro 
1,5 g Dotter) wurde im Wageglas vorgenommen. Dabei wurde mit 
einem kurzen Glasstab umgeriihrt und auf kochendem Wasserbad 
mit locker aufgesetztem Deckel erwarmt. 


Das freie Cholesterin wurde bestimmt durch Zusetzen von 
5 ccm Alkohol zu 1,5 bis 2 g Dotter, Umriihren, einige 
Minuten auf dem Wasserbad erwarmt und Auswaschen aus dem 
Wiageglas auf ein Filter mit kleinen Portionen Ather, im ganzen 
etwa 100 ccm. Von dem so extrahierten koagulierten Protein 
konnte kein Cholesterin mehr bei der Hydrolyse mit Alkali 
und Ausschiitteln gewonnen werden. Die Alkohol-Atherextraktion 
wurde in einem Falle mit der Extraktion nach Fez _ ver- 
glichen. Es ergaben sich dabei tibereinstimmende Werte fiir freies 
Cholesterin. 

Eine Bestimmung von Estercholesterin als Differenz ist ganz 
gewiB weniger genau als eine direkte Bestimmung des Esters im Filtrat 
des Niederschlags des freien Cholesterins, da das Verhaltnis 


Estercholesterin ; : 
= etwa 10°, im Ei. 





Totalcholesterin 


Die beschriebene Differenzmethode fiihrt indessen viel rascher 
zum Ziel (auch wenn kolorimetrisch bestimmt wird, ob die Ester 
durch das starke Kaliumhydroxyd gespalten wurden) und die Ver- 
anderung in der Esterrelation, woraus Schliisse gezogen sind, ist weit 


auBerhalb der Fehlergrenze. 
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Unten sind einige Beispiele zum Vergleich der Methoden angefiihrt 


2,000 g Dotter (Huhn Nr. 62), freies Cholesterinnach Fer . . . . 30,1 mg 
2,000 g Dotter (Huhn Nr. -_ freies Cholesterin nach Alkohol- 

Athermethode ... . ‘ ‘ bite OE 0 
2,000 g eines anderen Dotters, n were call 

bei Behandlung mit 60%iger Kalilauge SS dar ah SiS 

bei Alkohol-Atherextraktion und Verseifen mit Natrium- 

alkoholat . ; <u ge oa ee ae ee 

Hiihnchen, 213g, aufgeliet mit “300 cem 60%iger Kalilauge 

(Extrakt 641,3 mg, aufgelést in 100 cem absolutem Alkohol), 

‘log vor Extrakt + 0,2ccm Wasser, direkt gefallt: Chol- 

esterin (im Filtrat war die Farbenreaktion negativ) . 


2/; vom Extrakt verseift mit 40ccm absolutem Alkohol + 2g 
Natrium, in einem Bruchteil hiervon werden pro */,, des 
urspriinglichen Extrakts gefunden : 

nach dem Trocknen bei 50° . : 
nach dem Trocknen (3 Stunden) bei 109° : 


Die Menge Natriumalkoholat, die notwendig ist zum Verseifen 
von Cholesterinester und Neutralfett in einer Operation, ist recht groB. 

Ein Dotter gibt bei Fexs Methode 3g Extrakt mit 25 bis 30 mg 
Estercholesterin. Bei der Alkohol-Athermethode ist das Gewicht des 
Extrakts ungefahr das Doppelte. 

Bei der Behandlung von einem Zehntel des Extrakts (nach Fex) von 
einem Dotter mit 15cem Alkohol + 0,8 g Natrium, 8 Stunden auf 
kochendem Wasserbad, zeigte es sich, daB etwa 20°, der Ester nicht 
gespalten waren. 50 ccm absoluten Alkohols + 2,5 g Natrium ergaben 
dagegen eine vollstandige Spaltung. 

Dieses Verhaltnis zwischen Alkohol, Natrium und Extrakt wurde 
stets benutzt, wo es sich darum handelte, Extrakte nach der Fex- oder 
Alkohol-Athermethode zu untersuchen, und es hat sich immer als hin- 
langlich erwiesen, auch in bezug auf Hiihnerembryonen (Kriterium: 
Farbenreaktion auf das Filtrat des Digitoninniederschlags). 

Beim Fallen des freien Cholesterins in Extrakten nach Fex oder 
nach der Alkohol-Athermethode ist es nicht notwendig, eine so groBe 
Menge Alkohol anzuwenden, daB alles Lipoid in Lésung geht. Aus- 
kochen von etwa 300 mg Extrakt (nach Fex) mit etwa 5ccm Alkohol 
und der notwendigen Menge Digitoninlésung, 10 bis 12 ccm, fiir einige 
Minuten ist ausreichend. Das Filtrat hiervon gab keine Fallung beim 
Erwarmen mit Alkohol bis zur volistandigen Lésung (nach Abdampfen 
des Waschithers) und zwélfstiindigem Stehen. 

Fir die fettreichen Extrakte ist es nicht zweckmafig, Filtriertiegel, 
welche tiberall porés sind, anzuwenden. Alle die in dieser und in folgender 
Abhandlung angefiihrten Bestimmungen wurden mit Porzellantiegeln 
mit porésem Boden vorgenommen. 
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Fir einen Teil der Bestimmungen wurde ein neues Digitonin- 
praparat angewandt, welches sich im Hinblick auf den Einflu8 des 
Digitoniniiberschusses wie folgt verhalt: 





ae > ee 0,2431 mal dem Gewicht des Nieder- 
Digitoniniiberschub schlages, berechnet in Prozenten 


%%, der wirklichen Cholesterinmenge 


30 99,0 
60 99,7 
100 100.4 
150 100,9 


indem hier bei jeder Bestimmung 20 mg Cholesterin in 5 cem 96 °,igem 
Alkohol aufgelést waren, wozu Digitoninlésung von der Starke 1g 
getrocknetes Digitonin in 100ccm 96°,igem Alkohol gesetzt wurde. 

Das Auswaschen wurde mit einer gesittigten Lisung von Chol- 
esterin-Digitonid in Alkohol vorgenommen, siehe im iibrigen diese 
Zeitschr. 194, 177, 1928. 


Die Spaltung von Sterindigitoniden mit Xylol. 


R. J. Andersen’ gibt an, daB das Unverseifbare im Hundeplasma 
amorphe Stoffe enthalt, die mit Digitonin gefallt werden. | 

Anderson kommt zu diesem Resultat durch Fallen des Unverseif- 
baren mit Digitonin und nachherigem Spalten der Digitoninverbindung 
auf die gewohnliche Weise mit Xylol. Von 13,3 g festem Stoff, gewonnen 
durch Eindampfen des Xylols, waren 3g gelb und wachsartig und 
konnten nicht kristallisieren. 

Wenn der SchluB, den Anderson zieht, richtig ist, ist er von groBer 
Bedeutung fiir die Anwendung der Digitoninmethode zur Bestimmung 
von Cholesterin im Plasma, und es ist deshalb vielleicht von Wert, 
auf ein Verhalten aufmerksam zu machen, welches ne zu Fehl- 
schliissen bei Versuchen dieser Art geben kann. 

Beim Spalten von Sterindigitonid von Menschenkot fand ich, da 
der Eindampfungsrest vom Xylol vaselinartige Stoffe enthielt und 
mehr Gewicht hatte als theoretisch berechnet. Es zeigte sich ferner, 
daB die Menge vaselinartiger Substanz bei Wiederholung der Xylol- 
extraktion vergréBert werden konnte und daher anscheinend vom 
Xylol herriihrte. 

Das angewandte Xylol ist das reinste von den im Handel vor- 
kommenden technischen Sorten, sogenanntes ,,reines Xylol vom 
Kochpunkt 136 bis 140,5°, welches infolge Ullmanns ,,Enzyklopadie 
der technischen Chemie‘‘ etwa 60°, m-Xylol, 10 bis 25%, o- und 


1 Journ. of biol. Chem. 71, 407, 1926. 
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p-Xylol zusammen mit geringen Mengen Athylbenzol, Trimethy)l- 
benzol und Paraffinen enthalt. Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde 
es zweimal mit Wasserdampf umdestilliert. Bei der zweiten Destillation 
blieb kein Rest zuriick. 

Beim Kochen mit RiickfluBkiihler wahrend 20 Stunden wurden 
von 400 ccm vom umdestillierten Xylol indessen etwa 0,2 g vaselin- 
artige Substanz gebildet, welche bei der Abdestillation des Xylols 
zuriickblieb und sich als auBerordentlich schwerfliichtig im Vakuum 
erwies. Beim Wiederholen des Erhitzens mit derselben Portion Xylol 
wurde stets die vaselinartige Substanz, aber in stets abnehmender 
Menge, gebildet. 

Kahlbaums ,,chemisch-reines“* m-Xylol gab ebenfalls einen Rest, 
wenn es frisch destilliert wahrend 20 Stunden gekocht wird, aber die 
Menge der vaselinartigen Substanz war hier sehr gering (0,024 g von 
500 ccm). Die vaselinartige Substanz wurde offenbar von einer Un- 
reinheit im Xylol gebildet. Ein 1/, Minute langes Umschiitteln 
mit konzentrierter Schwefelsaure verringerte die Menge der betreffenden 
Unreinheit im technischen Xylol, aber das Umschiitteln kann nicht 
so lange fortgesetzt werden, da alles verschwindet, da in diesem 
Falle Sulfurierung des Xylols eintritt. 

In Anbetracht des hier Angefiihrten haben R. J. Andersens Ver- 
suche nur Beweiskraft, wenn beim Blindversuch festgestellt wird, daB 
die gefundene Substanz nicht entstanden ist beim Erhitzen des an- 
gewandten Xylols. 

Zusammenfassung. 

1. Beim Erhitzen von Cholesterin zusammen mit verschiedenen 
anderen Lipoiden auf 109° nahm die Menge des freien Cholesterins in 
Ubereinstimmung mit Thayssens Angaben ab. 

2. Bei warmer Verseifung mit Natriumalkoholat unter Luft- 
ausschlu8 mit darauffolgendem Trocknen des verseiften Extrakts bei 
niedriger Temperatur (unterhalb 50°) konnte nicht mit Sicherheit ein 
Verlust von Cholesterin festgestellt werden. 

3. Zur Bestimmung des Totalcholesterins im MHiihnerei und 
Hiihnchen ist es zweckmabig, 60°,ige Kalilauge zum Fliissigmachen 
des Substrats vor dem Ausschiitteln mit Ather anzuwenden, da man 
dadurch oft eine Totalspaltung der Cholesterinester erreicht. 

4. Beim Spalten von Sterindigitoniden mit kochendem Xylol mu8 
daran erinnert werden, daB gewisse Xylolhandelssorten beim Erhitzen 
zum Kochpunkt wahrend langerer Zeit eine schwerfliichtige Substanz 
bilden. 
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Cholesterinstoffwechsel in Hiihnereiern und Hiihnchen. 


Von 


H. Dam. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1929.) 


I. 

In der Zeitschrift fiir physiologische Chemie 181, 121, ,1929 hat 
Kenzo Kusui eine Reihe Untersuchungen iiber den Gehalt von Chol- 
esterin in Hiihnereiern bei verschiedenen Brutstadien veréffentlicht. 
Kenzo Kusui kommt zu dem Resultat, daB die Cholesterinmenge im 
Laufe der ersten 13 Tage abnimmt und danach zunimmt. Etwas Ent- 
sprechendes sollte auch fiir Eier von Schildkréten gelten. 

In bezug auf Hihnereier basiert dieser Schlu8 auf Analysen von 
Eiern, welche nicht von demselben Hubhn, sondern nur von Hihnern 
gleicher Rasse herriihrten. Die Eier sind gleich schwer und im gleichen 
Zeitraum gelegt. Ein Ei ist zur Analyse herausgenommen bzw. nach 
0, 3, 7, 14, 18, 20 Bruttagen. 

Es muBte im voraus fiir méglich gehalten werden, daB individuelle 
Schwankungen hier mitgespielt haben, und da das Material zu 
klein ist, um zu einem derartigen SchluB zu berechtigen. Daher diirfte 
es vielleicht angebracht sein, einige Betrachtungen anzufiihren, welche 
diese Auffassung wahrscheinlich machen. 

Der Verfasser verfiigte fiir die im nachsten Abschnitt referierten 
Versuche gerade iiber zwei Hiihner gleicher Rasse' und gleichen Alters, 
deren im gleichen Zeitraum gelegte Eier untersucht wurden; die 
untersuchten Hiihner erhielten gleiches Futter und lebten im iibrigen 
unter ein und denselben Bedingungen. 


1 Alle von mir in vorliegender Arbeit angewandten Tiere waren weibe 
Italiener. 
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Legedatum, Gewicht und der Durchschnitt des Cholesteringehalt: 
sind unten zusammengestellt!. 





Gewicht, Durchschnitt- | Absol. Chol- | Cholesterin- 


— - | | oe oe or 
Nr. . ; 4 g mg mg 
19. VI. 1928 57,9 
22. VI. 1928 59,5 
24. VI. 1928 55,4 ‘ : 
62 98. VI. 1928 55.8 57,6 293.5 208 
2. VIL. 1928 59.5 
7. VII. 1928 57,6 
22. VI. 1928 62,2 
25. VI. 1928 63,6 
28. VI. 1928 62,0 ‘ ; . 
65 1. VIL. 1928 61.7 61,8 304 246 
3. VII. 1928 59,9 
8. VII. 1928 61,1 








Die Eier des Huhns Nr. 65 sind 7% schwerer als die von Nr. 62, 
aber der absolute Cholesteringehalt ist 27°, gréBer. Wird zwischen 
Gewicht und Cholesteringehalt eine Proportionalitét angenommen 
(wortiber jedoch nichts Bestimmtes behauptet werden kann), so ist 
der Cholesteringehalt der Eier des Huhnes Nr. 65 etwa 18°, gréBer 
als der des Huhnes Nr. 62, wenn der Gehalt fiir Eier gleichen Gewichts 
berechnet wird. Da diese Zahl fiir den Durchschnitt von sechs Eiern 
gilt, muB der Cholesteringehaltsunterschied in den einzelnen Eiern 
verschiedener Hiihner entschieden viel gréBer sein kénnen. 

Um eine mehr direkte Beantwortung der Frage zu geben, wieder- 
holte ich die Brutversuche mit Unterbrechen des Briitens nach 13 Tagen. 

Die Resultate sind hier angefiihrt. 


Eier von Huhn Nr. 3. 





Gewicht Durch- ‘ ; . : 
: ’ brett _| Choles B hole 
Datum | ‘ftiseh” | sehnitiliches | apsol. Menge pro 50g Ei 
} 3 | & 4 mg mg 
29.1V.1929 58,5 
Nicht | 1. V. 1929 54,8 | 
ae 4. V. 1929 55,5 54,8 225,7 205.7 
auegebritet | 9. V.1929 547 | 
| 13. V. 1929 55,4 
13 Tage im { 30. 1V. 1929 53,0 | 
Brutkasten, alle 3. V. 1929 52,4 . , 914 F 
Tiere lebten beim] 8. V.1929 547 | 58,6 250 214,5 
Offnen der Eier 12. V. 1929 54,1 


“1 Die Eier-, Hiihnchen- und Hiihnerembryonenanalysen sind nach 
der in der vorausgehenden Abhandlung beschriebenen Methode ausgefiihrt. 
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Sowohl, wenn man die absolute Cholesterinmenge oder die Chol- 
estermmenge, welche auf gleiches Eigewicht zuriickgefiihrt ist, be- 
trachtet, so wurde dabei also keine Abnahme gefunden. 


In J. H. Muellers Abhandlung! sind Werte fiir freies und ge- 
bundenes Cholesterin fiir verschiedene Brutzeiten angegeben. Die 
Kier riihren von demselben Huhn her. Wenn man Muellers Werte 
fiir freies und gebundenes Cholesterin addiert und willkiirlich den Wert 
am Anfang des Briitens gleich der Zahl 100 setzt, so werden folgende 
Zahlen erhalten, die kaum etwas anderes als individuelle Veranderungen 
bedeuten. 





Bruttage Totalcholesterin Bruttage Totalcholesterin 


3 100 13 99 
5 113 15 119 
7 127 17 119 
9 139 19 109 
11 104 21 112 





Es liegt also kein Beweis vor, daB bei Hiihnereiern ein Verlust 
von Cholesterin am Anfang des Briitens eintritt. Wenn ein solcher 
Verlust wirklich vorhanden ist, so muB er so gering sein, da8B er nur 
bei einer groBen Anzahl von Versuchsreihen festgestellt werden kann, 
deren jede einzelne mit Eiern desselben Huhnes ausgefiihrt ist. 


Kenzo Kusuis Versuche mit Schildkréteneiern sind auch nicht 
ganz tiberzeugend, auf jeden Fall nicht im Hinblick auf das Steigen 
am SchluB des Ausbriitens. Hier sind ganz gewi8 Gruppen von 15 Eiern 
angewandt worden, aber es geht nicht hervor, ob die Eier von dem- 
selben Individuum stammen. Die Eier in der Gruppe, die das Ende 
des Ausbriitens (45 Tage) reprasentieren, sind zufialligerweise viel 
schwerer als die vorhergehenden Gruppen; wenn man unter Voraus- 
setzung der Proportionalitét auf dasselbe E’‘gewicht zuriickfiihrt, so 
fallt die Steigung am SchluB, praktisch gesagt. fort. Setzt man Kenzo 
Kusuis Zahl beim Beginn des Ausbriitens gleich 100, so erhilt man 
namlich : 





Absolutes Cholesteri 0 

Tage Cholesterin | Gewichtseinheit 
0 100 | 100 
15 97 94 
30 63 66 
45 78 69 


1 Journ. of biol. Chem. 21, 23, 1915. 
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Il. 


Ob iiberhaupt ein Anstieg des Cholesteringehalts in Hiihnereiern 
vom Anfang bis zum Ende der Brutzeit existiert, ist auch nicht ent 
schieden. In einer friiheren Arbeit! fand ich ein geringes Ansteigen 
in zwei Versuchsreihen von je zehn Eiern. In zwei spiter ausgefiihrten 
Versuchen wurde nur in dem einen ein Ansteigen festgestellt, derart, 
wie dies beim Vergleichen der vorangehenden Ubersicht iiber den 
Cholesteringehalt der Eier von Nr. 62 und 65 mit untenstehender 
Tabelle tiber die vollentwickelten 20 Tage alten Embryonen von Eiern 
derselben beiden Hiihner hervorgeht. 





Ausgebriitete Gewicht, Dureh- Absol. Chol- | Cholesterin- 
Eier frisch schnittliches esteringehalt gehalt pro 
vom Huhn Datum gelegt Gewicht pro Ei 50g Ei 
Nr. g g mg mg 
T | ~ = = 
| 21. vL1928 | 643 
| 23. VI.1928 | 57,6 
25. VI.1928 | 60.7 : oe 
62 30. VI. 1928 56.8 60,1 | 257 214 
6. VII. 1928 | 56,2 
9. VII. 1928 65,6 
21. VI. 1928 63,2 
23. VI. 1928 60,8 
26. VI. 1928 61,9 x ona * poe 
se 29. VI. 1928 60,5 59,9 299,5 250 
2. VIT. 1928 55,8 
6. VIL. 1928 57,2 








Fiir Huhn Nr. 62 war das Steigen wihrend des Briitens also 7,3 %,, 
berechnet von der absoluten Menge, und 2,9°%, berechnet von der 
relativen Menge. Fiir Huhn Nr. 65 waren die Werte — 1,5 und +- 1,6 %. 


Man muB zugleich bemerken, da in den Fallen, wo die Cholesterin- 
menge beim Schlu8 der Brut gréBer war als vor dem Ausbriiten, sowohl 
in meiner friiheren Arbeit als in vorliegender, die ausgebriiteten Eier 
zufallig schwerer waren als die nicht ausgebriiteten. 


Ill. 


Im Gegensatz zur Verainderung des Totalcholesterins ist die 
Variation der Esterrelation (d.h. das Verhialtnis zwischen Ester- 
cholesterin und Totalcholesterin) so groB, daB diese sich einwandfrei 
feststellen 148t. J.H. Mueller fand eine VergréBerung der Ester- 
relation von etwa 10°, beim Anfang bis etwa 41°, beim SchluB. Dies 
steht in Ubereinstimmung mit dem, was Kenzo Kusui gefunden hat. 
In den oben angefiihrten Versuchen mit Huhn Nr. 62 und 65 bestimmte 


1 Diese Zeitschr. 194, 188, 1928. 
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ich freies Cholesterin und gebundenes, sowohl in Eiern wie in Embryonen. 
Die Esterrelation war wie folgt (Durchschnittswerte von sechs Eiern): 





In den nicht In den 20 Tage 

Huhn Nr. ausgebriiteten Eiern alten Embryonen 
OF, %/ 
62 11,0 43,0 
65 13,4 46,8 


Thannhauser und Schaber geben an? fiir: 








Einzelne Eier 20 Tage alte Embryonen 
lo 9% 
34,1 48.5 
28,9 40,3 
10,6 51,4 


Diesen Zahlen zufolge besteht also auch ein Steigen in der Ester- 
relation wihrend des Ausbriitens. 

Die beiden hohen Werte fiir die Esterrelation in den Eiern bei 
Thannhauser und Schaber rithren vielleicht von einem Fehler ihrer 
Versuchsmethode her. Diese trockneten niamlich die entzwei 
geschnittenen Eier (und Hiihnerembryonen) bei 40 bis 50°C bei ver- 
ringertem Druck und extrahierten mit Ather im Soxhletapparat. 
Nach Fex soll das Trocknen bei 30° im Luftstrom und darauffolgender 
Extraktion mit Alkohol und Ather bewirken kénnen, da die Ester- 
relation zu hoch gefunden wird. 

Mueller trocknete das Substrat auch, hatte aber im voraus die 
Hauptmenge von Fett und Cholesterin mit Alkohol und Ather aus- 
gezogen. 

Kenzo Kusui benutzte Fex’ Methode. Die Bestimmungen der 
beiden letzteren Forscher sind daher vielleicht richtiger als die von 
Thannhauser und Schaber. 

Wie gesagt, wandte ich fiir Embryonen die Methode von Fex an 
zum Auflésen des Gewebes vor dem Ausschiitteln. Die Eier von Huhn 
Nr. 62 wurden nach dem Homogenisieren der Eidotter teils nach Fex’ 
und teils nach der Alkoholathermethode ohne vorausgehendes Trocknen 
(die Eier von Huhn Nr. 65 nur mit Alkohol und Ather) behandelt. 
Die Alkoholathermethode, angewandt auf nicht getrocknete Dotter, 
kann vermutlich nicht AnlaB geben zu irgendwelchen Verschiebungen 
der Esterrelation, und ein méglicher Fehler bei Fex’ Extraktions- 
methode kann vermutlich nur in einer geringen Spaltung der Ester zu 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 127, 278, 1923. 
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suchen sein. Wo die beiden Methoden verglichen worden sind!, ist eine 
gute Ubereinstimmung gefunden worden. Es darf daher fiir angebracht 
angesehen werden, daB der gefundene Zuwachs der Esterrelation von 
etwa 10 bis einigen 40°, reell ist. 

IV. 

In meiner vorher zitierten Arbeit versuchte ich aufzukliren, ob 
die Totalmenge von Cholesterin im Ei sich bei einer Zugabe von Chol- 
esterin oder von Cholesterinester zum Futter beeinflussen l4Bt. Ich 
habe inzwischen wieder die Versuche mit Cholesterylpalmitat auf- 
genommen, und gleichzeitig dabei versucht zu erfahren, ob die Ester- 
relation sich bei Zugabe dieses Stoffes beeinflussen lieBe. Die Versuche 
wurden an ein und demselben Huhn ohne irgendwelche dazwischen- 
liegende Ruheperiode unternommen, die naheren Umstinde waren 
wie friiher beschrieben. 

Die Versuche sind in untenstehender Tabelle zusammengestellt. 


Eier von Huhn Nr. 64. 





Gewicht 
~ 


Datum 


/I. 1928 57,9 
.1928 | 

-1928 | f Vorperiode I. 6 Kier. 
1.1928 | if Durchschnittl. Gewicht 57,2 g. 
‘I. 1928 ; 
I. 1928 
7 nicht benutzte Lier. 

‘ 1928 

. VIL.1928 | 

. VII. 1928 A Hauptperiode I. 6 Eier. 

. VII. 1928 |{ Durchschnittl. Gewicht 56,7 g. 

. VII. 1928 

. VII. 1928 

_ 6 nicht benutzte Hier. 

8. VIII. 1928 
9. VIII. 1928 
12. VIIT. 1928 
13. VIIL. 1928 
15. VIII. 1928 





Vom 1. VII. bis 21. VIL. 
(einschlieBlich) taglich 
3g Cholesterylpalmitat 


Nachperiode I 
Vorperiode II. 5 Eier. 
Durchschnittl. Gewicht 59,3 g. 


9 nicht benutzte Eier. 
30. VIII. 1928 
31. VIII. 1928 
1. IX. 1928 
3. IX. 1928 
6. IX. 1928 


| Hauptperiode II. 5 Kier. 
| Durchschnittl. Gewicht 57,3 g. 


Vom 16. VIII. bis 6. IX. 
(einschlieBlich) taglich 
3g Cholesterylpalmitat 


| Nach weiteren gelegten 6 Eiern 
hérte das Legen auf. 


' Gardner, Biochem. Journ. 21, 130, 1927 und die Bestimmungen von 
Eiern von Huhn Nr. 62. 
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Totalcho}esterin | 
pro Ei pro 50g Ei Ester/Total 








Vorperiode I Vorperiode I | 
mg = 100 mg = 100 || % 


Verperiode Tt. . .. 5s. 256 100 223,6 100 8.6 
Hauptperiode IT... . . 299 117 263.8 118 16,3 
Nachperiode I. .... x | ogo . ‘ 
Vorperiode I |||. . 288 112,5 242.8 108,6 12,2 
Hauptperiode I]... . 284 111 247,6 111,6 10,5 


Der erste Versuch stimmt im Hinblick auf das Steigen im Total- 
cholesterin mit den beiden friiheren von mir angefiihrten Versuchen, 
bei welchen Steigungen von etwa 20°, gefunden wurden, iiberein. 
Das Steigen der Esterrelation konnte hier als eine Wirkung der zu- 
gegebenen groBen Mengen Cholesterylpalmitat gedeutet werden, aber 
in Versuch 2 ist keine Einwirkung, weder auf Totalcholesterin oder 
Esterelation, zu bemerken. Ob zufallige Verinderungen hierbei mit- 
spielen, oder ob man hier von einem gleichen Verhalten reden darf, 
wie es vom Totalcholesterin des Biutes her bekannt ist, das bei dauernder 
Cholesterinfiitterung stark zunimmt und danach abnimmt bis zum 
Normalwert, trotzdem Cholesterin fortgesetzt zugegeben wird!, dariiber 
kann nichts gesagt werden. 


Zur Beurteilung, wie sehr in jedem Einzelfalle das Totalcholesterin 
im Laufe der Zeit variieren kann, muB erinnert werden, daB bei dem 
Huhn, das zu den Ausbriitungsversuchen 1 und 2 in meiner vorher 
zitierten Abhandlung angewandt wurde, der durchschnittliche Chol- 
esteringehalt in fiinf Eiern sich wie folgt verschob: 





Cholesterin Cholesterin 
pro Ei | pro 50g Ki 
mg mg 


22. Mai bis 4.Juni ... 245 240.5 
23. Juli bis 20. August. . 310 284,5 


Bei Huhn Nr. 62 wurde folgende Verschiebung festgestell: : 





Cholesterin Cholesterin 
pro Ei pro 0g Ei 
mg mg 
19. Juni bis 7. Juli — 
von 6 Eiern) . . ‘ 2 208 
September — von 
5 Kiern) . . ha 325 252 


1 Schénheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 1, 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 215, 81 
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DaB hier im allgemeinen ein Steigen im Laufe des Sommers sein 
sollte, diirfte selbstverstandlich nicht behauptet werden, aber es ist 
durchaus nicht ausgeschlossen, daB der gefundene Anstieg bei den 
Fiitterungsversuchen unabhingig sein kann von den Cholesterin. 
zugaben. 

Der einzige SchluB, der mit Sicherheit gezogen werden kann, ist 
der, daB irgendeine groBe Verschiebung nicht hervorgerufen werden 
kann im Totalcholesterin, und daB das Verhaltnis zwischen freiem und 
gebundenem Cholesterin sich nicht umkehren la8t beim Fiittern mit 
einer groBen Menge Cholesterylpalmitat. 

Hanes' und J. H. Mueller haben die Vermutung ausgesprochen. 
daB die Veresterung wahrend des Ausbriitens in Verbindung mit dem 
Freiwerden von Fettséuren des Lecithins steht, deren Phosphor zum 
Aufbau der Knochen im Embryo dient. Nach Bohrs und Hasselbalchs 
Untersuchungen itiber den respiratorischen Stoffwechsel? verbrennen 
dabei etwa 1,3 g Fett in den ersten 19 Tagen der Brut, was ungefihr 
2,7 Millimole Fettsaéuren entspricht. Wahrend der Brut werden etwa 
0,75 g Lecithin® abgebaut, was 1,93 Millimolen Fettsaiure entspricht, 
die einen sehr groBen Teil des gesamten Fettséureumsatzes reprasen- 
tieren. Wenn das Ei 300 mg Totalcholesterin enthilt, wovon etwa 
33 °, = 100 mg verestert werden, so werden etwa nur 0,26 Millimole 
Fettsaéure an Cholesterin gebunden. Verestert wird also nur eine 
sehr geringe Menge, sowohl gegeniiber der Fettsiure, die beim Briiten 
verbrennt, wie gegeniiber der Fettsiure, die vom Lecithinabbau 
herrihrt. 

Nach Kenzo Kusuis Zahlen ist die Esterrelation im Embryo die 
ganze Zeit (oder auf jeden Fall vom siebenten Tage ab) ungefahr 40 bis 
50%. Daher konnte es in dieser Verbindung von Interesse sein, zu 
wissen, cb die Esterrelation sich auch auf dieser Héhe halt, nachdem 
das Kiicken aus dem Ei aurgeschliipft ist. 

In der Literatur findet man einige Angaben hieriiber. 

J.H. Mueller fand fiir ein 9 Tage altes Kiicken Ester/Total = 27%. 
Aus Gardners Abhandlung*‘ sind folgende Zahlen berechnet worden: 

1Tag  altes Kiicken (Durchschnitt von 6 Tieren) E/T = 30% 

1 Woche _,, ei ( at ww Jee = 2% 

2 Wochen ,, ( & , jpB/T= BG 

ee ee ( 4 , ) B/T = 39% 

eo oe one 3, ) E/T = 16% 


1 Journ. of exper. Med. 16, 512, 1912. 

2 Skand. Arch. 14, 398, 1903. 

8 Needham Physiol. Reviews 5, 1, 1925. 
4 Proc. Roy. Soc., Ser. B, 87, 229, 1914. 
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Die Zahlen deuten in der Hauptsache darauf hin, daB eine Ab- 
nahme existiert; aber da Gardner in scheinbarem Gegensatz zu den 
iibrigen Angaben 39°, nach einem Verlauf von 3 Wochen fand, diirfte 
eine nahere Untersuchung hieriiber vermutlich erforderlich ein. 


Vv. 

Vom Cholesterin des Eidotters ist héchstens eine Spur an Protein- 
stoffe gebunden auf eine solche Weise, daB man es nicht mit Ather 
ausschiitteln kann ohne vorausgehende Koagulation oder Hydrolyse 
des Proteins. 


1,2g vorher verriebene Dotter wurden gleichzeitig mit Wasser 
angerthrt und in einen Scheidetrichter mit Ather (30 ccm Wasser 
+-150cem Ather) gegossen. Es wurde viermal ausgeschiittelt und 
die Atherausziige wurden dreimal mit Wasser ausgewaschen. Die 
wasserige Lésung und das Waschwasser wurden zusammengegossen, 
bis auf 15 ccm eingedampft. Darauf wurden 15 ccm 50 °igen Kalium- 
hydroxyds zugesetzt und auf kochendem Wasserbad eine Stunde lang 
erwarmt. Nach nochmaligem Ausschiitteln und Waschen mit alkali- 
schem Wasser und reinem Wasser wurden 1,8 mg Extrakt gewonnen, 
welcher bei der Liebermann Burchard-Reaktion eine gelbe Farbe mit 
einem schwach-griinlichen Schimmer gab. Eine genaue kolorimetrische 
Bestimmung war unméglich, aber bei Vergleich einer gleichzeitig 


hergestellten Standardlésung mit 0,1 mg Cholesterin ergab es sich, 
daB die Probe nicht starker als die Standardlésung gewesen sein kann. 
Da das ganze Eidotter 18,9 g wog, so ist der Rest nach der einfachen 
Atherextraktion héchstens 1,6 mg Cholesterin pro Eidotter, was unter- 
halb 0,7 °%, vom Gesamtcholesteringehalt des Dotters liegt. 


VI. 


Gardner und Lander! versuchten 1914, Kiicken mit atherextrahiertem 
Futter aufzufiittern. Die Kiicken gediehen nicht und zeigten, 14 Tage 
alt, eine Abnahme des Cholesteringehalts. Versuche von Dezani?, 
Dezani und Catolette* (mit Mausen), Gardner und Fox*, Bewmer® (mit 
jungen Hunden), Channon® (mit Ratten), Randles und Knudsen? (mit 
Ratten), Liang und Wacker® (mit Ratten) scheinen indessen zu zeigen, 


1 Ll. c. 

2 Arch. di Farmacol. sperim. 17, 4, 1914. 

3 Ebendaselbst 19, 1, 1915. 

* Proc. Roy. Soc., Ser. B, 92, 648, 358, 1921. 
5 Zeitschr. f. exper. Med. 85, 328, 1923. 

* Biochem. Journ. 19, 424, 1925. 

7 Journ. of. biol. Chem. 66, 459, 1925. 

8 Diese Zeitschr. 164, 371, 1925. 





484 H. Dam: 


da Mause, Hunde und Menschen Cholesterin aufbauen kénnen. Di 
Ursache fiir das schlechte Gedeihen bei Hiihnchen in Gardners Ver 
suchen hiangt iibrigens héchstwahrscheinlich mit dem Mangel des 
Futters an fettléslichen Vitaminen zusammen. Da man iibrigens nicht 
bestimmt sagen kann, ob Hiihnchen Cholesterin aufbauen kénnen 
wahrend dies verschiedene Saugetiere kénnen (vgl., was behauptet 
wird tiber den Bedarf verschiedener Tiere an C-Stoff), habe ich 
einige Fiitterungsversuche mit Hiihnchen aufgenommen, teils mit 
einer Nahrung, welche nur eine verschwindende Cholesterinmenge 
enthielt (im Verhaltnis zum Cholesterin des Eies), und teils mit einer 
Nahrung, welche eine etwas gréBere und bekannte Cholesterinmenge 
enthielt. 


Die Nahrung bestand aus ldéslicher Starke, Casein Hammarsten, 
Salzen, Hefeextrakt Marmite und Filtrierpapier und war teilweise 
zusammengesetzt nach dem Vorbilde von Hart, Steenbock und Lep- 
kowskys' Nahrmittel, indem die Hefe in der Nahrung durch Marmite 
ersetzt wurde, welche beinahe kein Sterin enthalt (1 mg pro 100 mg 
Marmite). 


Nach Plimmer und Rosedale* soll die Nahrung etwa 10°, Marmite 
enthalten, wenn dies die einzigste Quelle fiir B-Stoffe ist. Lebertran 
soll nach Plimmer, Rosedale und Raymond* in einer Menge von 1°, 
zur Nahrung gegeben werden (obwohl mit einer anderen Basis als 
die obengenannte). C-Stoff soll nach Angaben mehrerer Verfasser. 
unter anderen die obengenannten, von Hiihnchen entbehrt werden 
k6énnen. 


Das von mir angewandte Futter war wie folgt zusammengesetzt 
jedoch mit einer naher angegebenen Anderung fir einige der Tiere): 
4 


ES ear een ik. A 
I gh eo ec ig a 6 a ee 
Salze, Steenbock und Nelson Nr. 40*..... 45% 
SA ye So -g ek oe) Doe ee ee a ee 
I aa a aoe ses ee 8 8 ee 


Die Nahrung wurde durch Wasser zu einer steifen Pasta geknetet. 
die durch ein Sieb granuliert wurde. Diejenigen Tiere, die zu Balance- 
versuchen benutzt wurden, erhielten Futter, in trockenem Zustande 
a bgewogen. 


1 Journ. of biol. Chem. 60, 341, 1924. 
2 Biochem. Journ. 17, 772, 1923. 

3 Ebendaselbst 21, 940, 1927. 

* Journ. of biol. Chem. 56, 355, 1923. 
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Zum Fiittern wurde taglich eine bestimmte Ration eines cholesterin- 
freien Lebertranpraparats, aufgelést in synthetischem Triolein, hinzu- 
gefiigt, oder fiir einige Tiere unpraparierter Dorschlebertran. 

Das _ cholesterinfreie Lebertranpriparat wurde durch _ kaltes, 
24stiindiges Verseifen von 100 g Lebertran mit 55,5 g 50 °,igem Kalium- 
hydroxyd und 94,5 cem Alkohol, Zusatz von etwa 350 ccm Wasser und 
Ausschiitteln mit zweimal 1200 ccm Ather, Waschen, Trocknen mit 
Natriumsulfat und Eindampfen im Vakuum erhalten. Die unverseif- 
baren 0,890 g wurden in 20 cem Alkohol bei 45° im Kohlensiurestrom 
aufgelést und unter der Wasserleitung abgekiihlt. Die Kristalle des 
Cholesterins wurden abfiltriert und mit 15 ccm Alkohol gewaschen. 
Das nicht auskristallisierte Cholesterin wurde mit 2,5g Digitonin, 
aufgelést in 70 ccm Alkohol bei 45° (Kohlensiureatmosphiare), gefallt. 
Das Filtrat des Digitonins wurde im Vakuum eingedampft urid durch 
Hinstellen mit Ather (in CO,) die Nacht iiber extrahiert. Das Un- 
verseifbare — Cholesterin — wog 0,300 g. Das Praparat gab negative 
Liebermann-Burchard-Reaktion. Mit schwefelsiuregesattigtem Chloro- 
form gab es eine stark blaue Farbe. Bei dem entsprechenden Lebertran 
konnte diese Farbenreaktion nicht erzeugt werden. Nach dem Auf- 
lésen in Triolein wurde das Priparat im Vakuum im Dunkeln bei etwa 
10°C aufbewahrt. 


Die Hiihnchen erhielten mit einer Pipette so viel vom cholesterin- 
freien Lebertranpraparat, daB dies im Laufe eines Monats einer Menge 
von 15g Lebertran entsprach, falls kein A-Stoff bei der Behandlung 
verloren gegangen war. Dies entspricht gut 1,5°%, des Futters. Im 
ganzen erhielten zehn Tiere dieses Futter. Die Tiere wollten nicht gut 
gedeihen. Nach etwa 3 Wochen zeigten sie verschiedene innere 
Blutungen, und sie starben ungefahr 1 Monat alt. Die Blutungen 
wurden teils im Verdauungskanal, teils subkutan und intramuskular 
an verschiedenen Stellen gefunden. LEinige hatten zugleich Atz- 
wunden im Kropf, andere hatten Wasseransammlungen in der 
Bauchhéhle und in den Brustmuskeln. Die meisten Tiere hatten 
mehr oder weniger krumme Beinknochen und waren zugleich blutarm?. 
Nachdem die Blutungen entstanden waren, erhielten drei Tiere taglich 
10 Tropfen Citronensaft, aber es trat keine Anderung im Zustande 
ein. Die Blutungen blieben auch nicht aus bei zwei Tieren, welche 
von Anfang an Citronensaft (steigend von 5 bis 15 Tropfen im Laufe 
von einem Monat) erhielten. Ein Erstatten der Salzmischungen mit 
dem Gemisch, welches Hart, Halpin und Steenbock?, sowie Hart, Steenbock 


1 Die Sektion wurde freundliche:rweise von Herm Prof. C. H. Hansen, 
Veterinir- und Landwirtschaftshochschule, ausgefiihrt. 
2 Journ. of biol. Chem. 48, 421, 1920. 
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und Lepkowsky* fiir Hiithnchen angewandt hatten (und worin Calciun 
hauptsachlich als Lactat anwesend war), bei zwei Tieren etwa vom 
14. Tage ab, bewirkte keine Veranderung. Hart, Halpin und Steenbock? 
haben empfohlen, die Filtrierpapiermenge im Futter auf 10°, zu ver- 
gréBern, weil eine wesentlich geringere Menge Filtrierpapier Anlaf 
zur ,,Beinschwache“ geben sollte (méglicherweise von dem Gedanken 
ausgehend, da die Beine mechanisch ungiinstig beeinflu8t werden 
durch die starke Fiillung des Kropfes, welche eintritt, wenn das Futter 
zu wenig Rohfaser enthalt). Zwei Tiere, welche 10°, Filtrierpapier 
an Stelle von 2,5°% erhielten, hatten indessen nicht weniger krumme 
Beinknochen als die iibrigen. 


Zwei Tiere, welche taglich 8 mg freies Cholesterin, aufgelést in 
Triolein, zusammen mit dem Lebertranpraparat erhielten, verhielten 
sich genau so wie die anderen. Das Lebertranpraparat kann kaum 
eine Spur vom Digitonin enthalten haben, welches zu den Symptomen 
beigetragen haben kénnte. 2,5 g Digitonin, welche mit Ather auf die- 
selbe Weise behandelt worden waren, wie bei der Herstellung des 
Lebertrans, lieBen nicht so viel im Ather zuriick, daB dies bei der von 
Koeffler® beschriebenen Himolysemethode nachgewiesen werden konnte. 
Zwei Hiihnchen, welche von gewéhnlichem Hiihnerfutter lebten und 
vom neunten Tage an 50 Tage lang 10°, Marmite erhielten, zeigten 
auBen keine sichtbaren Symptome. Bei einem einzigen Tiere wurde 
das Triolein durch Olivenél ersetzt, gleich am Anfang des Versuchs, 
was ebenfalls keine Anderung hervorrief. Drei Tiere erhielten unpra- 
parierten Lebertran an Stelle des praparierten, und zwar 


Nr. 18: 23,00 g Lebertran in 63 Tagen 
» 20: 8,262 - » 8 ,, 
” 23: 9,2 4 ” ” 47 ” 


Nr. 18, das den meisten Lebertran erhielt, hatte nur eine Blutung 
(subkutan auf der rechten Ferse am 37. Tage), welche allmahlich wieder 
nachlieB ; die Beinknochen waren nur wenig krumm, und bei der Sektion 
zeigte sich die Knochenkrankheit als im wesentlichen wieder geheilt. 
Das Tier war etwas blutarm (die Zahl der Erythrocyten war am 39. Tage 
2,2 Millionen; ein normales Tier derselben Rasse hatte am 46. Tage 
3,2 Millionen). Das Verteilungsverhaltnis zwischen den verschiedenen 
Typen der weiScn Blutkérperchen war normal. Die beiden Hiihnchen 
Nr. 20 und 23 hatten ebenso ausgepragte Blutungen wie die, die das chol- 
esterinfreie Lebertranpraparat erhielten, und hatten nicht weniger 


lc 
Js: 
L. Koeffler, Die Saponine. Wien 1927. 
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krumme Beine. Das Blut von Nr. 23 koagulierte langsamer als das 
von dem normalen Tiere. Alle drei Hiihnchen, weiche unpripa- 
rierten Lebertran erhielten, lebten linger als die anderen. 


Nr. 18 und 20 wurden am 63. bzw. am 58. Tage getétet. Der 
Steringehalt wurde in den Tieren, im Futter, Lebertran und Kot be- 
stimmt. Der Kot wurde jeden Tag in Alkohol, zusammen mit etwas 
Sand, den die Tiere im Kafig hatten, aufgenommen. (Der Sand war 
bei dem einen Tiere vorher gegliiht worden, beim anderen sehr oft mit 
Wasser ausgewaschen.) Wegen der Schwierigkeiten, das Gemisch 
von Kot, Sand und Alkohol zu homogenisieren, wurde das Ganze in 
einem groBen Soxhletapparat mit Ather ausgezogen. 


Die Futterbestandteile und der Kot wurden auf folgende Weise 
analysiert. . 
Starke. 


200 g Starke wurden, wie Liang und Wacker angeben', hydrolysiert, 
jedoch unter Verwendung einer geringeren Filiissigkeitsmenge (600 ccm 
Wasser + 13ccm konzentrierter Salzsdure), mit Ather ausgeschiittelt 
und mit Kaliumhydroxyd und Wasser gewaschen. Der Extrakt wurde 
darauf mit kaltem alkoholischen Kali verseift und danach mit Natrium- 
alkoholat (10 ccm) unter Ausschlu8 der Luft 8 Stunden auf kochendem 
Wasserbad erhitzt. Das Filtrieren des Digitoninniederschlags wurde mit 
einem Preglmikrofilter mit poréser Glasschicht vorgenommen, Abkihlen 
im Vakuum und darauf Wigen mit ein paar hundertstel Milligramm 
Genauigkeit. Die Sterinmenge wurde gleich 0,243mal dem Gewicht des 
Niederschlags gesetzt. Hierbei wurden pro Kilogramm Starke 3,4 mg 
Sterin gefunden. 


Eine Probe, die nur mit alkoholischem Kali verseift worden war. 
ergab 3,55 mg. : 


Casein. 


468 g wurden zuerst mit Alkohol etwas unterhalb des Kochpunktes 
die Nacht iiber erwarmt und danach mit Ather extrahiert. Der eingedampfte 
Extrakt war etwas gefirbt, dieser wurde mit wiasserigem Kaliumhydroxyd 
und Ather ausgeschiittelt, wobei ein Teil der Farbe in das Wasser iiberging. 
Der Extrakt wurde zuerst mit kaltem, alkoholischem Kali verseift und 
danach mit Natriumalkoholat. 


Es wurden pro Kilogramm Casein 4,55 mg Cholesterin gefunden. 


Marmite. 


65g Marmite wurden eine Stunde lang auf kochendem Wasserbad 
mit 65cem 60%igem Kaliumhydroxyd erwirmt. Nach dem Ather- 
ausschiitteln und Waschen wurde mit alkoholischem Kali verseift (aber 
nicht mit Natriumalkoholat), 


1 le. 
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Pro Kilogramm Marmite wurden 9,64 mg Sterin gefunden (0,243ma) 
dem Gewicht des Niederschlags). 


Im Filtrat des Digitoninniederschlags gab die Liebermann-Burchard- 
Reaktion nach 15 Minuten eine gelbe Farbe, wahrend die Probe nach den 
ersten paar Minuten einen griinlichen Schimmer hatte. 


Filtrierpapier. 


314 g Filtrierpapier wurden mit Alkohol und Ather auf dieselbe Weise 
extrahiert wie das Casein. Der dunkelbraune, harzartige Extrakt wurde 
mit Ather und wasserigem Kaliumhydroxyd, wobei der meiste Teil de: 
Farbe in das Wasser iiberging, ausgeschiittelt. Ein Bruchteil des Extrakts 
wurde mit Natriumalkoholat (warm) verseift, wahrend ein anderer Bruchteil 
direkt mit Digitonin gefallt wurde. 


Pro Kilogramm wurden gefunden: 
nach der Natriumalkoholatverseifung . . . 86,1 mg Sterin 
ohne ‘a pct a ale = 


Da das Filtrierpapier verhaltnismaBig viel Sterin enthielt, ging ich 
dazu iiber, extrahiertes Filtrierpapier anzuwenden, sobald das Analysen- 
resultat vorlag. 


Citronensaft. 


8,30 g Citronensaft (200 Tropfen) wurden mit ebensoviel Kalium- 
hydroxyd auf kochendem Wasserbad eine halbe Stunde lang gekocht und 
mit Ather ausgeschiittelt. Es wurden 2,2 mg Extrakt gewonnen, welcher 
mit weiBen Kristallrosetten durchsetzt war. Die Sterinmenge hierin wurde 
nicht bestimmt, sondern es wurde als Maximum mit dem Gewicht des 
Extrakts gerechnet. 


Lebertran. 


5,000 g Lebertran wurden mit 5,3 g 50%igem Kaliumhydroxyd und 
9,3cem Alkohol bei, Stubentemperatur die Nacht iiber verseift. Nach 
dem Ausschiitteln mit Ather und Waschen wurden ohne nochmaliges 
Verseifen 29,5 mg Cholesterin gefunden, welche 0,590°% des Lebertrans 
entsprechen, gefunden. Eine andere Probe, welche auf dieselbe Weise 
behandelt wurde, wurde auBerdem mit Natriumalkoholat verseift (warm, 
unter Ausschlu8 der Luft, 0,5 g Natrium + 10cem Alkohol) und ergab 
0,579°%. Es wurde mit dem héchsten Werte gerechnet. 


Kot. 


Der Alkohol-Atherextrakt wurde eingedampft, mit wisserigem Kalium- 
hydroxyd erwarmt und ausgeschiittelt, wobei ein Teil teer- oder harzartiger 
Stoffe sich abschieden. Ein Bruchteil wurde mit Natriumalkoholat 
verseift (warm, unter Ausschlu8 der Luft, 0,5 g Natrium pro etwa 100 mg 
Extrakt + 10cem Alkohol). Die Digitoninfillung ohne Natriumalkoholat- 
verseifung ergab bedeutend weniger Sterin. 


Hiihnchen Nr. 18 erhielt 3kg von dem auf 8.484 angegebenen 
Futter mit nicht extrahiertem Filtrierpapier und keinen Citronensaft. 
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3mal Hiihnchen Nr. 20 erhielt in den ersten 29 Tagen 770 g, von 
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In den letzten 29 Tagen wurden die zehn Teile Filtrierpapier durch 
finf Teile ersetzt und es wurden 1390 g des so verinderten Futters 
verbraucht. Die 127 g Filtrierpapier waren nicht extrahiert worden. 
Casein und Starke waren fiir dieses Hiinchen mit Alkohol und Ather 
extrahiert worden und wurden beim Balanceversuch als sterinfrei an- 
gesehen. Die Sterinbalance geht aus folgender Ubersicht hervor: 





Hiihnehen (aus Eiern von Huhn Nr. 62): Nr. 18 of Nr. 20 co 


Aus dem Ei, welches gelegt am. . . 28. IX. 1928 22. III. 1929 
Gomwicht Ges Ties... sc: ke te 65,9 g 62,7 g 

i » Hihnchens, tot. .... 330,0 g 213 ¢ 
Alter des Hiihnchens . . . So ha Ae 63 Tage 58 Tage 


RS cla te 512 mg 470 mg 
ee Ee gh ye ye ee a 431 , 297 , 


Zusammen : 943 mg 767 mg 


ee Oe Sc eo, eS 18,7 mg 13,3 mg 
‘ NN ge Se ang a 1386 , 48,7 , 
a » Ostronenesit ..... , ee < 3,8 


Zusammen : 155 mg 65 mg 
Differenz: 788 , 702 
Kier von demselben Huhn. Legedatum, 
Eigewicht, Sterin 

26. IX. 1928 61,5¢ 313 mg 

15. IX. 1928 6842 338, 

12. IX. 1928 63,1¢ 322 
Neuausgeschliipftes Kiicken desselben 
Huhns. Legedatum, Kigewicht, Sterin 

21. Ill. 1929 584¢ 321 mg 

23. III. 1929 62,0¢ 317 , 


Steigen im Verhaltnis zum cholesterin- | 450 mg 381 mg 
reichsten Ei (bzw. Kiicken) | 133 % 119% 


Wenn man das Sterin des Tieres und des Kotes addiert und sub- 
trahiert, was an Sterin eingegeben wurde, so findet man eine sehr 
bedeutende Zunahme gegeniiber dem, was in den Eiern desselben 
Hubnes war. Wenn man dagegen nicht das Sterin des Kotes in Betracht 
zieht, so ist die Steigung nur gering, nimlich 9°, fiir Nr. 18 und 26%, 
fiir Nr. 20. 
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Um zu entscheiden, ob das Kotsterin wirklich Cholesterin ist 
wurde teils eine Mikropolarisation des Niederschlags vom Digitonid! 
und teils eine Schmelzpunktbestimmung des Acetats vorgenommen. 
86,2 mg Sterindigitonid aus Kot von Nr. 18, aufgelést in 2,919 g Pyridin 
ergaben im 20-cm-Rohr, v = — 2,44°; 89,0 mg Digitonid von reinem 
Cholesterin, aufgelést in 2,928 g Pyridin, ergaben v = — 2,60°. 


Wenn man sich die Ungenauigkeit erlaubt, an Stelle des spezifischen 
Gewichts der Lésung mit dem des Lésungsmittels zu rechnen, wobei 
der Fehler in beiden Fallen nahezu gleich gro8 wird, so erhilt man: 


Kotsterin-Digitonid ap 
Cholesterin-Digitonid ap 


Der Schmelzpunkt des Acetats vom Kotsterin war bei Nr. 18 (um- 
kristallisiert aus Athyl- und Methylalkohol) 111°, korrigiert (aber nicht 
scharf). Mischschmelzpunkt mit reinem Cholesterylacetat war 110 bis 
111°, korrigiert. Das beim Erstarren des reinen Cholesterylacetats auf- 
tretende Farbenspiel wurde beim Kotsterinacetat nicht wahrgenommen. 
Das Kotsterin kam mit nahezu der doppelten Menge eines anderen 
unverseifbaren Stoffes zusammen vor, welcher schwierig abzuscheiden 
war, auch nach dem Acetylieren des Unverseifbaren. Dies ist scheinbar 
die Ursache fiir den unscharfen Schmelzpunkt und das Ausbleiben 


des Farbenspiels. Das Kotsterin ist also wahrscheinlich Cholesterin. 


Der Zuwachs von Sterin in den Hiihnchen und deren Kot muB 
auf eine Umbildung von Stoffen zuriickzufiihren sein, welche (selbst 
nach einem VerseifungsprozeB mit Natriumalkoholat) sich nicht mit 
Digitonin fallen lassen. Troensegaard und Koudahl? vertreten die 
Anschauung, da das Serumglobulin einen cholesterinahnlichen Stoff 
enthalt, der nicht bei der Alkoholbehandlung oder bei der Hydrolyse 
der Proteinstoffe und der darauf folgenden Atherextraktion nach- 
gewiesen werden kann. Da es nicht im voraus als ausgeschlossen an- 
gesehen werden kann, daB ein solcher Stoff im Casein oder in den 
proteinahnlichen Bestandteilen des Marmites vorhanden ist, kann 
es auch nicht mit absoluter Sicherheit gesagt werden, daB der Sterin- 
zuwachs auf eine Umwandlung von Kohlehydraten, Glycerin, Fett- 
sduren oder bekannten Proteinspaltprodukten zuriickzufiihren ist. Ob 
unbekannte, unverseifbare Stoffe oder im Filtrierpapier vorhandene, 
nicht mit Digitonin fallbare, harzartige Stoffe notwendig fiir die Bildung 
des Sterins gewesen sein kénnen, wird méglicherweise entschieden 
werden kénnen bei kiinftigen Versuchen. 


1 Schénheimer, 1. c. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 111, 1926; 157, 62, 1926. 
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Es besteht auBerdem die Méglichkeit, daB der Sterinzuwachs 
auf eine Bakterienwirksamkeit im Darmkanal zuriickzufiihren ist. 
Falls es richtig ist, daB das Kotsterin Cholesterin ist, so ist es doch 
nicht wahrscheinlich, daB dieses von Bakterien gebildet wurde, da 
einzellige Organismen in den Fallen, die man untersucht hat, zeigten, 
daB sie andere Sterine bilden!. 


Vil. 


Alle in dieser Abhandlung analysierten Eier, Hiihnchen und 
Hiihnerembryonen wurden auf Oxycholesterin gepriift durch Be- 
handlung des Digitoninniederschlags mit Lifschiitz’ Reagens (Theorells 
Zusammensetzung?). Die Reaktion fiel in den meisten Fallen negativ 
aus (gelbe Farbe), sowohl bei Eiern wie bei Embryonen; in einem Teile 
der Versuchsfalle war die Reaktion ganz schwach positiv (hellgriin). 
Diese schwache Reaktion steht vielleicht in Verbindung mit einer 
Oxydation einer geringen Spur Cholesterins beim Behandeln. 

Hiihnchen Nr. 20 zeigte gleichfalls eine negative Oxycholesterin- 
reaktion an, wohingegen Nr. 18 eine deutlich blaue Farbe erkennen 
lieB. Wieweit die gefundene positive Reaktion in diesem einen Falle 
etwas anderes ist als eine mégliche Oxydation waihrend des Behandelns, 


kann nicht gesagt werden. | 


Zusammenfassung. 


1. DaB der Cholesteringehalt in Hiihnereiern im Anfang des Aus- 
briitens abnehmen soll, ist nicht bewiesen. 


2. Aus den vorliegenden Versuchsresultaten darf auch nicht mit 
ausreichender Sicherheit geschlossen werden, da8 die Eier am Schlub 
des Ausbriitens cholesterinreicher sind als vor dem Ausbriiten. 


3. In Ubereinstimmung mit J. H. Mueller wurde ein Steigen des 


Estercholesterin 


Verhaltnisses von etwa 10°, vor dem Ausbriiten bis 


Totalcholesterin 
auf einige 40°, am Schlu8 des Ausbriitens festgestellt. 


4. Beim Fiittern mit Cholesterylpalmitat (3g taglich) wurde 
in einem Versuch in Eiern ein Steigen der Esterrelation von 8 bis 16% 
und ein Fallen bis etwa 12°, als man aufhérte Cholesterylpalmitat 
einzugeben, gefunden. Bei erneutem Eingeben von Cholesterylpalmitat 
stieg die Esterrelation dahingegen nicht. 


1 Icheguchi, Journ. of biol. Chem. 40, 175, 1919; Smedley Mac Lean 
und EZ. M. Thomas, Biochem. Journ. 14, 483, 1920; Smedley Mac Lean, 
ebendaselbst 22, 22, 1928. 
2 Diese Zeitschr. 175, 297, 1926. 
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5. Vom Cholesterin der Eidotter ist an Proteinstoffe héchstens 
eine Spur gebunden, welche nicht mit Ather ausgezogen werden kann 
ohne vorhergehende Koagulation oder Hydrolyse des Proteins. 

6. Beim Aufziehen zweier Hiihnchen mit einer Nahrung bekannten 
(verhaltnismaBig geringen) Steringehalts bis zu einem Alter von 
2 Monaten war die Differenz 


Sterin (Tier und Kot) ~~ Sterin (Futter) 
mehr als doppelt so groB als der Steringehalt der Eier. 


7. Lafschiitz’ Reektion, auf Sterindigitonid aus Eiern und 20 Tagen 
alten Hiihnerembryonen angewandt, fiel entweder negativ aus oder 
zeigte héchstens eine Spur von Oxycholesterin an. 
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Blutzuckergehalt normaler und zur Eichung des Insulins 
benutzter Kaninchen. 


Von 


P. Botschkareff und N. Grigorieff. 
(Aus dem Staatlichen Institut fiir experimentelle Endokrinologie in Moskau.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nachdem wir uns mehr als 2 Jahre in dem Institut fiir experimen- 
telle Endokrinologie in Moskau mit der Eichung des Insulins beschaftigt 
haben, haben wir ein ziemlich groBes Material iiber den Blutzucker- 
gehalt normaler und zur Eichung von Insulin benutzter Kaninchen 
gesammelt. Wie manche anderen biologischen Werte, lassen sich 
unsere Zahlen in einer Variationsreihe anordnen. Die Betrachtung 
dieser Reihe ist der Gegenstand unserer Mitteilung. 

Die Kaninchen, deren Blut untersucht wurde, dienten fiir die 
Eichung des Insulins nach der Methode, die von der IL. International 
Conference empfohlen wurde. 


Wir haben also erwachsene, ganz gesunde Kaninchen beiderlei Ge- 
schlechts, verschiedener Rasse und Farbe, im Gewicht von 1,5 bis 2,5 kg 
benutzt. Alle Kaninchen befanden sich in Einzelkéfigen in einem Raume 
mit méglichst gleichmaBiger Temperatur; als Futter bekamen sie nur Heu 
und Hafer. 18 bis 24 Stunden vor dem Versuch wurde der entsprechenden 
Zahl von Kaninchen das Futter entzogen. 

Am Anfang jedes Versuchs wurde 0,1 ccm Blut aus der Ohrvene fiir 
die Zuckerbestimmung nach der Methodik von Hagedorn-Jensen entnommen. 
Gleich darauf wurden den Kaninchen etwa 1,5 bis 2,5 internationale Ein- 
heiten eines im Institut hergestellten Insulins injiziert. Fiir neue Versuche 
wurden die Kaninchen friihestens nach 6 Tagen benutzt. Die Versuche 
wurden immer am Morgen (9 bis 11 Uhr) angefangen, so daB irgendwelche 
Schwankungen des Blutzuckergehalts im Laufe des Tages (nach Scott und 
Ford) vermieden wurden. 

Auf diese Weise wurden 2353 Blutzuckerbestimmungen an 196 Kanin- 
chen ausgefiihrt. 


Aus dem oben Gesagten folgt, daB fiir die Mehrzahl unserer Be- 
stimmungen die mehrmalige Einfiihrung von Insulin im Laufe mehr 
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oder weniger langer Zeit als Fehlerquelle von Bedeutung sein kann. 
Demgema8B haben wir alles Material erst im ganzen bearbeitet und 
dann, um die Bedeutung des erwaihnten Faktors zu ermitteln, in zwei 
Gruppen geteilt : 

Erste Gruppe. Versuche an ganz frischen Kaninchen, deren Blut 
vor der ersten Insulingabe entnommen wurde (170 Bestimmungen an 
170 Tieren). 


Zweite Gruppe. Versuche an Kaninchen, denen das Insulin schon 
ein- und mehrmals eingefiihrt wurde (2183 Bestimmungen an 176 Tieren). 
Diese Gruppe haben wir in zwei Untergruppen geteilt: a) die Kaninchen, 
die zu den Versuchen weniger als 1 Jahr benutzt wurden (1044 Be- 
stimmungen an 145 Tieren); b) solche, die 1 bis 2 Jahre als Versuchs- 
tiere dienten (1039 Bestimmungen an 31 Tieren). 

Unsere Ergebnisse stellen wir in der Tabelle I dar, indem wir die 
Zahlen in Klassen von je 10 mg- °% geteilt und entsprechende GréBen 
der Variationsreihe berechnet haben. 








Tabelle I. 
. tri Insulin-Tiere Geschlecht Farb 
Elemente der Reihe —— ee axes eset 
| he b Weibl. | Mannl. || Schwarz! Weif 


Zahid. Bestimmung. 2353 170 1044 1039 1353 1000 794 '350 
= SO ss a eee Tare 145 31 107 89 90 35 
Minimum in mg-% 61 82 61 72 

Maximum , - 170 | 164 170 164 tl 

Mittelwert (M) . . | 104 104 104,1  103,9 || 104,1) 103,9, 103,7 104,1 
Zentralwert (Me) .| 109 105 | 109 | 110 | 

Quadrat. Abweich. 13,7; 18,7 13,62 13,85 | 

Variat.-Koeffizient . 18,2} 13,1 13,1 13,3 || 


Aus der Tabelle I kann man sehen, daB der Mittelwert des Blut- 
zuckergehalts bei den frischen Tieren gleich 0,104 °%, ist, und daB die 
mehrmalige Zufuhr von Insulin, sogar im Laufe sehr langer Zeit, keinen 
EinfluB auf diesen Mittelwert ausiibt. AuBerdem ist ersichtlich, daB 
auch die Geschlechts-, sowie die Farbenunterschiede (wir haben fiir 
den Vergleich nur die Zahlen von ganz schwarzen und ganz weiBen 
Kaninchen ausgewahlt) kaum merkbaren EinfluB auf den Mittelwert 
austiben. 

Die Variationskurve des Blutzuckers bei den gesamten Tieren 
wird auf der Abb. 1 dargestellt. Diese Kurve ist asymmetrisch, weil 
nach links eine physiologisch besser geschiitzte Grenze des Blutzucker- 
gehalts liegt als nach rechts. Wenn wir unsere Zahlen nach den ver- 
schiedenen Monaten des Jahres gruppieren, bekommen wir folgende 
Verteilung (Tabelle II): 
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Tabelle II. 
Die Schwankungen des Mittelwertes nach Monaten und Jahreszeiten. 





November . 


Dezember 
Januar 


Zahl der Zahl Mittel werte Mittelwerte Mittelwert 














Bestimmungen | der Tiere fiir Monate fiir Jahreszeiten fiir das Jahr 
270 113 103,7 Frabli 
239 100 102,7 108.8 
211 66 105.0 ’ 
154 70 109,8 s 
173 61 110,5 107 4 
183 63 45 Per 1040 
190 70 103,5 Herbst ’ 
157 61 104,7 104.0 
162 70 103,8 ’ 
161 80 100,3 | Wint 
155 71 101,0 | 1006. 
298 109 1005 | 
30 
20+ 
70+ 
60-00 0% 0 %0 
Abb. 1. 
Die Variationskurve des Blutzuckers. 
Abszissen: Blutzucker in mg-°/o. Ordinaten: Zahl der Kaninchen. 


Aus der Tabelle II geht hervor, daB im Sommer der Mittelwert 
maximale, im Winter minimale GréBe hat. Besser ersichtlich ist dies, 
wenn wir die Zahlen nach Jahreszeiten gruppieren. Die Kurven der 
Abb. 2 zeigen diese Verhaltnisse. 


770 


108 





700 











v 
ee Oe ee eee 
Z@UrTrummrarIivnm 
Abb. 2. 


Die Saisonschwankungen des Mittelwertes des Blutzuckergehalts. 


Abszissen: Monate. Ordinaten: Mittelwerte des Blutzuckergehalts in mg-°/o. 
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Die Schwankungen im individuellen Blutzuckergehalt der einzelnen 
Kaninchen kann man aus der Tabelle III ersehen, in der wir nur die Werte 
der Tiere ,,b°* (mit gré8ter Zahl der Bestimmungen) dargestellt haben. 

Man sieht wohl, daB die individuellen Schwankungen der Mittel- 
werte sehr groB sind. Obgleich diese Schwankungen im Bereich der 
quadratischen Abweichung der Variationsreihe der gesamten Tiere 
liegen, kann man sagen, daB einzelne Kaninchen ihre eigenen Mittel- 
werte haben, die zuweilen groBe Unterschiede zeigen. 

Tabelle III. Der Blutzuckergehalt einzelner Kaninchen (b). 














2 Zahl der Blutzucker in mg-°/ é Zahl der Blutzucker in mg-°/, 
Nr. Bestimmungen a ~ Nr. Bestimmungen ge " . 
| Min. | Max. | Mittelwerte Min. Max. | Mittelwerte 

1 34 ‘| 76/| 110 90 |17 36 74123} 105 
2 40 | 74 | 128 | 93 18 28 80 135 105 
3 27 | 72 | 148 | 94 19 25 | 90 130 105 
4 45 || 74) 122 94 |20 30 82 139 | 106 
5 37 74 | 123 96 21 45 87 | 136 | 106 
6 34 74 | 126 97 | 22 38 86 131 | 107 
7 31 72 | 119 98 23 46 81 | 135 | 107 
8 26 86 | 121 98 24 34 80 | 183 | 109 
9 29 84 | 136 99 25 34 79 | 145 109 
10 28 84 | 112 99 26 29 91138; 109 
11 30 74 | 120 99 27 44 82; 149; 111 
12 | 25 80 130 100 28 33 96 | 143! i111 
13 33 86 121 102 29 30 87 | 164 114 
14 42 77 | 156 102 30 43 95 | 133 114 
15 29 82 127 103 31 25 103 134 118 
16) 29 | 82|127| 106 l et Re 


Um unsere Ergebnisse mit den Ergebnissen anderer Autoren ver- 
gleichen zu kénnen, geben wir folgende Tabelle (Tabelle IV): 
Tabelle IV. 














Autoren | Bestimmung. Pe |Min.| Max.) M Me | +o yoo Methodik 
I. Frische Tiere 

Scott u. Ford 85 27 «+| 68 | 177/|118| 116|21,5| 18,2 | Me. Lean 
University of | Schaffer- 

Toronto . 157 ? 83 154 116 | 115/122) 10,5 | Hartmann 
University of | 

Rochester . 100 100 71 | 143/105 | 104 17,0, 16,1  Folin-Wu 
Grevenstuk u. | | 

Laqueur . 435 435 40 | 525 138 | —j|— — ? 

I. E. E. in Hagedorn- 
Moskau . 170 170 82 | 164 | 104 105 |13,7; 13,1 Jensen 
II. Behandelte Tiere 

Wiechowsky _ || 100 100 || — | | — |160| — | ? 
University of | | | Schaffer 
Toronto . | 88 88 | 89 | 180| 127 | 127 17,2! 13,5 | Hartmann 
University of | 
Rochester. | 764 64 63 | 182) 113/113/17,8) 15,7 | Folin-Wu 
I. E. E. in | Hagedorn- 


Moskau . 2083 176 | 61 170) 104 110|13,7/ 13,2 | Jensen 
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Unser Mittelwert ist also ein wenig kleiner als die Mittelwerte 
anderer Autoren. Ob es von der Methode von Hagedorn-Jensen abhangt, 
oder ob irgendwelche andere Momente eine Rolle spielen, kénnen wir 
auf Grund unserer Ergebnisse nicht sagen. 


Zusammenfassung. 

1. Der Mittelwert des Blutzuckergehalts des Kaninchens nach 
18 bis 24 Stunden Hunger ist gleich 0,104 °,,. 

2. Mehrmalige Einfiihrung von Insulin im Laufe von 1 bis 2 Jahren 
iibt keinen EinfluB auf diesen Mittelwert aus. 

3. Dieser Mittelwert hangt auch nicht von dem Geschlecht oder 
von der Farbe der Kaninchen ab. 

4. Die Saisonschwankungen des Mittelwertes auBern sich in einer 
frhéhung in der warmen Jahreszeit. A 

5. Es gibt individuell konstante Abweichungen der Mittelwerte 
bei verschiedenen Kaninchen. 


Literatur. 

1) G. Eadie, Amer. Journ. of Physiol. 68, 513, 1922. 2) KH. Scott 
und 7. Ford, ebendaselbst 59, 481, 1922; 68, 520, 1922. 3) Clough, Allen, 
Root, ebendaselbst 66, 461, 1923. 4) Wiechowsky, Klin. Wochenschr. 
1924, S. 1382. 5) Grevenstuk und Laqueur, ,,Insulin“, S. 168, 1925. 

6) Laqueur und de Jongh, diese Zeitschr. 168, 308, 1925. 7) Mac Leod, 


..Carbohydrat Metabolism and Insulin“, S. 199, 1926. 


Berichtigung. 

In der Arbeit ,,Uber Feinbau, Festigkeit und Kontraktilitit 
tierischer Gewebe*‘ von Kurt H. Meyer, diese Zeitschr. 214, 253, 1929, 
sind unter der Abb. 3 auf 8. 263 die Worte .,gedehnt‘* und .,ungedehnt“ 
zu vertauschen. 
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